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Die Phosphatidzellverfettung der Milz bei Niemann-Pickscher 
Krankheit verglichen mit der Lipoidchemie des Morbus 
Gaucher und der Schiiller-Christianschen Krankheit. 


Von 


Emil Epstein und Karl Lorenz. 
(Mit Unterstiitzung der Ella Sachs Plotz Foundation.) 


(Aus der serochemischen Untersuchungsstation der Prosektur des Kaiser Franz-Josef-Spitales 
in Wien). 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Juli 1930.) 





Unlangst haben wir in dieser Zeitschrift einen Beitrag zur 
Chemie der Schiller-Christianschen Krankheit veréffentlicht.') 
Wir erinnerten damals an die in derselben Zeitschrift erschienenen 
Mitteilungen Hans Liebs iiber Morbus Gaucher’), deren erste 
und dritte mit den pathologischen*) und chemischen Arbeiten 
Epsteins‘) iiber Gauchersche Krankheit in Zusammenhang 
gestanden hatten. Wir sind nun in der Lage; Befunde eigener 
chemischer Untersuchungen einer Milz von Niemann-Pickscher 
Krankheit, dem dritten Haupttypus der allgemeinen Lipoidosen 
an gleicher Stelle zur Kenntnis der Leser zu bringen, so dab 
hiermit von uns und von H. Lieb in dieser Zeitschrift fiir jeden 
der drei Haupttypen der hierher gehérigen Krankheitsformen 
detaillierte Analysenbefunde zum Abdrucke gelangt sind. 

Der Begriff der ,,allgemeinen Lipoidosen“ soll, weit gefaBt, 
alle jene Krankheitszustinde umschlieBen, bei denen es zu aus- 
gedehnten Kinlagerungen von Lipoiden in verschiedenen Organen 
oder zu Lipoideinlagerungen in Organe und Zellen gekommen ist, 
welche ein funktionell zusammengehériges System bilden. 

Beziiglich der Pathologie der Schiller-Christianschen 
Krankheit sei auf unsere letzte Verdffentlichung'), beziiglich der 





1) Diese Z. 190, 44 (1930). 

*) Diese Z. 140, 805 (1924); 170, 60 (1927); 181, 208 (1929). 
*) Virchows Archiv 253, 157 (1924). 

*) Biochem. Z. 145, 898 (1924). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCII. 10 
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des Morb. Gaucher auf die erste Mitteilung H. Liebs+), sowie 
auf das einschlagige Schrifttum verwiesen. 

Im Rahmen der 1925 verdéffentlichten monographischen Be- 
arbeitung der Pathologie des Morbus Gaucher hat Ludwig Pick’), 
ausgehend von der von Niemann‘) beschriebenen Affektion, sowie 
von den Fallen von Knox, Wahl und Schmeisser‘) und von 
Siegmund®) einen neuen Krankheitsbegriff aufgestellt und die 
von ihm als Typus Niemann bezeichnete Krankheitsform, die 
bisher irrtiimlich als Morbus Gaucher angesehen worden war, 
auf Grund klinisch-pathologisch-anatomischer Befunde vom Morbus 
Gaucher und von der groBzelligen Hyperplasie bei Diabetes 
(Schultze®) und Lutz’) begrifflich gesondert. Ludwig Pick hat 
damit seinen Namen fiir immer in die Geschichte der Pathologie 
dieser Krankheit eingetragen, die nunmehr die Bezeichnung Nie- 
mann-Picksche Krankheit fihrt. 

Im folgenden die wichtigsten charakteristischen Merkmale 
dieser ausschlieBlich auf das Siauglings- und erste Kindesalter 
beschrankten Krankheit: 

Eintritt des Todes der Siiuglinge, meist Madchen ostjiidischer Ab- 
stammung, lingstens im 2. Lebensjahre. Vorhandensein auBergewéhnlich 
groBer Milztumoren. Gewichte der Milzen zwischen 80—310 g gegen 20 bis 
40 g Durchschnittsgewicht einer Normalmilz; Gewicht der Lebern 415 bis 
980 g gegen 800—450 g Darchschnittsgewicht einer Normaileber. Auftreten 
groBer blasser auffallend transparenter Schaumzellen, deren Inneres von 
meist kleinen Vacuolen erfillt ist, die im frisch untersuchten Materiale als 
»maulbeerartig’ gehiufte, miBig glinzende Trépfchen imponieren.*) Sie 
gehen aus den histiocytiiren Reticulumzellen und Sinusendothelien der 
Milz, der Leber, des Thymus, des Nebennierenmarks, der Lymphknoten und 
der lymphoiden Einlagerungen im Magen und Darmtrakte hervor. Der 
ProzeB der Lipoidzellverfettung greift auf die Herzmuskel und quergestreiften 
Muskelfasern iiber und erfaBt in gréBter Ausdehnung auch die Epithelien 
der Leber, Nieren, Thyreoidea und die Ganglien- und Gliazellen des 
Zentralnervensystems. Die Leber entspricht in ihrem Aussehen einer 
Fettleber, das Gehirn ist auffallend fest. Es ,steht auf dem Sezier- 
tische“. Seine Windungen sind schmal, die Furchen tief. 





1) A. a. O. 
*) Uber den Morbus Gaucher usw. Urban u. Schwarzenberg, 
S. 87 (1925). 


8) Jahrbuch fiir Kinderheilkunde 79, 1 (1914). 
*) Bull. of the John Hopkins hosp. 27, 1 (1916). 
5} Verh. d. Deutschen pathol. Ges. 18. Tagung S. 69ff. (1921). 
~*) Verh. d. Deutschen pathol. Ges. 15. Tagung S. 47ff. (1912). 
~“’) Beitr. z. pathol. Anat. u. z. allg. Pathol. 58 (1914). 
*) Ludwig Pick: Uber die lipoidzellige Splenohepatomegalie Typus 
Niemann-Pick als Stoffwechselkrankheit Berlin, S. 8 (1927). 
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Das Umsichgreifen des eigenartigen Lipoidverfettungsprozesses 
auf die verschiedensten Zelltypen, weit iiber den Rahmen des 
sogenannten reticuloendothelialen Systems hinaus, ist fir die 
Niemann-Picksche Krankheit kennzeichnend, besonders im 
Gegensatze zum Morbus Gaucher, der gleichfalls mit einer 
enormen Schwellung von Milz und Leber einhergeht, bei dem es 
sich aber um eine auf die Zellen des histiocytiren Apparates der 
blutzellbildenden Organe beschriinkte Systemaffektion einen tibrigens 
auch sonst ganz eigenartigen KrankheitsprozeB handelt, der sich 
meist tiber viele Jahrzehnte hinzieht, ohne das Leben des Patienten 
zu gefaihrden. 

Im folgenden seien zunichst die Resultate der bisher ver- 
éffentlichten Organanalysen der Milz bei Niemann-Pickscher 
Krankheit einer kurzen Besprechung unterzogen, 

Die ersten chemischen Befunde stammen aus dem Jahre 1921 
und riihbren von H. Siegmund!) her, der die frische Milz eines 
im ersten Lebensjahr an Niemann-Pickscher Krankheit ver- 
storbenen Madchens in feuchtem Zustande einer Analyse hatte 
unterziehen lassen. Das Gewicht der Milz des von Siegmund 
irrtiimlich als Morbus Gaucher aufgefaBten Falles betrug 310 g. 

In Parallele zu setzen mit den Befunden der Siegmund- 
schen Analysen sind dann die von B.Brahn und L. Pick?) er- 
mittelten Werte, einer Niemann-Pick-Milz eines im 14. Lebens- 
monate’ verstorbenen jiidischen Midchens, das gleichzeitig mit 
amaurotischer Idiotie behaftet war. Die Werte sind ebenso 
wie die Siegmundschen auf 100g frische Milz berechnet, obwohl 
Brahn und Pick bei ihren Untersuchungen fiir die Herstellung 
der Extrakte von Trockenmilzpuiver ausgegangen sind. Folgende 
Tabelle gibt AufschluB iiber die Ergebnisse dieser Analysen. 

Die Werte Siegmunds haben nur mehr historisches Interesse, da 
jede Angabe iiber die angewandte Methodik der Untersuchungen fehlt, so 
da8 sich schwer ein Urteil fillen 14Bt, wo die Fehler stecken. Jedenfalls 
ist sowohl bei Siegmund, als auch bei Brahn und Pick der Gesamt- 
extraktiv-Phosphor auf Lecithin umgerechnet. Diese Umrechnung ist aber 
nach den grundlegenden Untersuchungen Siegmund Fraenkels als un- 
statthaft abzulehnen. : 

Da bei erschépfender Atherextraktion, wenn sie richtig vorgenommen 
wird, der gesamte Lecithinphosphor in Ather iibergeht, so geht es natiirlich 


nicht an, die Phosphorwerte der durch die darauf folgende Alkoholextraktion 
gewonnenen Lipoidfraktion, auf Lecithin umgerechnet, dem Atherléslichen 





) A.a. O. 
*) Klin. Wochenschr. 1927, Nr. 50 S. 2367—2369. 
10* 
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Lecithinphosphor zuzuschlagen, wie dies bei Siegmund, a. a. O., Brahn 
und Pick’) und neuerdings auch bei R. Mac Fate*) geschehen ist, da der 
alkohollésliche Phosphor mit Lecithin nichts zu tun hat. 


Tabelle I. 


Gehalt der Milztrockenpulver an Fettkérpern und Lipoiden 
nach ilteren Untersuchungen. 








Prozentzahlen auf 100 g frische Milz 


a | Lecithin | Freies | Chole- | Gesamt- 
ipoide aus | Chole-| sterin- | chole- 


kérper | bereehnet sterin ester | sterin 
niente , 








Ausgangsmaterial 











Siegmund 1921%*) 11,6 6,4 0,97 | 017 | 1,14 
Rohgewicht 310 g 


Niemann-Pick-Milz 15.1 
B. Brahn u. L. Pick 1927*) ’ 


Normal-Milz 84 

B. Brahn u. L. Pick 1927*) : 

*) Die Fille sind zur Vermeidung von Mibverstindnissen in siimtlichen 

Tabellen mit den Namen der Autoren der chemischen Arbeiten 

und dem Ver6éffentlichungsjahre bezeichnet. Die Bezeichnung 

,Epstein u. Lorenz 1930“ bezieht sich auf die in vorliegender Mit- 
teilung veréffentlichten Ergebnisse. 


| 
| 

1,89 | 0,4 1,79 
| 











wet 
= 
ae 


1,82 | 0,21 | 0,088 | 0,298 





Der Phosphorgehalt der Alkohollipoidfraktion betrigt bei Normalmilz 
das 3 fache, bei Niemann-Pick-Milz rund das Doppelte des Phosphorgehaltes 
der Atherfraktion (vgl. Tabelle III). Infolge der irrtiimlichen Umrechnung 
der Gesamt-Phosphorwerte der iither- und alkoholléslichen Fraktion auf 
Lecithin kommen dann, ganz unberechtigt, die enorm hohen Lecithinwerte 
der Analysen von Siegmund und von Brahn und Pick zuetande. Auf 
Feuchtsubstrat bezogen entsprichen diese irrtiimlich berechneten Lecithin- 
werte fast 2°/, fiir Normalmilz und 6—10°/, fiir die Niemann-Pick- 
milzen. 

Auch was die Cholesterinzahlen anlangt sind die in TabelleI ent- 
haltenen, zweifellos bei weitem zu hoch angegebenen Werte auf 100 g frisches 
Organ fiir die Niemann-Pick-Milzen von Siegmund und von Brahn 
und Pick einer Beurteilung nicht zugiingig, weil die Angabe der Methodik 1 
und der Berechnung fehlt. 


Den besprochenen Analysenbefunden reihen sich die Er- 
gebnisse der Analysen an, die von Robert P. Mac Fate?) 1928 
veréffentlicht wurden und sich auf ein im 15. Lebensmonate ver- 
storbenes Madchen jiidischer Abstammung beziehen. 

















1) A. a. O. 
~*) Archives of Pathologie 6, 1054—1057 (1928), 

















Phosphatidzellverfettung der Milz bei Niemann-Pickscher Krankheit. 149 


Die bei diesen Untersuchungen angewandte Methodik weicht insofern 
betriichtlich von dem sonst eingeschlagenen Untersuchungswege ab, als der 
Autor das Material im frischen Zustande zuniichst durch zwei Stunden bei 
180° unter einem Druck von 10 Atmosphiiren und unter Zusatz von Salz- 
siiure hydrolisiert und erst dann einer Extraktion unterzogen hatte. Diese 
willkiirliche Anderung der Untersuchungstechnik ist aber deshalb unzweck- 
miBig, weil die auf diese Weise vom Autor allerdings beabsichtigte Auf- 
schlieBung der Lipoide jedes Urteil iiber die Beteiligung der einzelnen Li- 
poidarten an den in die Zellen eindringenden Lipoidfettgemengen ausschlieBt. 
Der Gesamtlipoidgehait ist richtig angegeben. 

Die tibrigen Resultate der Untersuchungen sind aber in den 
meisten Punkten unverstindlich. 

Ganz entschieden zuriickzuweisen ist die Annahme Mac Fates, 
daB in seiner Niemann-Pick-Milz Kerasin, wenn auch nur 
in zu vernachlissigenden Spuren vorhanden gewesen wire. Er 
bezieht diesen Kerasingehalt irrtiimlich auf einen durch Zusatz 
von Quecksilberchlorid entstehenden Niederschlag. Hitte der Autor 
in die Originalarbeiten Epsteins und Liebs Einblick genommen, 
so hatte er gefunden, daB in den Alkoholextrakten auch nor- 
maler Milzen bei Zusatz von Quecksilberchlorid meistens eine 
Fallung auftritt, die aber keineswegs mit Kerasin' zu iden- 
tifizieren ist. 

Wir haben selbstverstindlich bei allen Fallen von Niemann- 
Pick-, sowie auch von Gauchermaterial genaue Priifungen 
durchgefiihrt und die Niemann-Pickextrakte absolut kerasinfrei 
gefunden, wahrend KE. Epstein’) sowie H. Lieb?) und O. Klerker’) 
in allen Fallen von Gaucherscher Krankheit Kerasin nachzuweisen 
imstande waren. 

Die Widerspriiche und Unklarheiten in den Ergebnissen der 
bisher erérterterten Untersuchungen zeigen, daB manches einer 
Richtigstellung bzw. Ergiinzung bediirftig erscheint. Es war uns 
daher ein willkommener AnlaB, das dem Wiener pathologischen 
Universitatsinstitute entstammende Material‘) des von Hans 
Smetana 5) 1930 veréffentlichten Falles von Niemann-Pickscher 
Krankheit, der ein 20 Monate altes Miidchen jiidischer Abstammung 
betraf und zwar Milz (200 g), Leber (1140 g), und Hirn einer 


*) A.a. O. 

*) Acta paediatrica 6, 302 (Upsala 1927). 

*) Virchows Arch. 274, 697 (1930). 

*°) Wir gestatten uns an dieser Stelle dem Vorstande des Institutes 
Herrn Prof. Maresch fir die freundliche Zuweisung des Materiales den 
verbindlichsten Dank auszusprechen. 
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nach jeder Richtung hin erschépfenden Organanalyse zu unter- 
ziehen. Uber die Resultate der Leber- und Hirnanalysen und die 
sich aus letzteren ergebenden Beziehungen der Niemann-Pick- 
schen Krankheit zur Tay Sachsschen amaurotischen Idiotie wird 
in gesonderten Mitteilungen berichtet werden. 


Untersuchungen der Milzen. 


Die unabweisliche Notwendigkeit, vergleichbare Erfahrungen 
zu sammeln, welche die Erforschung des Chemismus der all- 
gemeinen Lipoidosen zur Grundlage zu dienen haben, laBt es 
dringend empfehlenswert erscheinen, bei einer einheitlichen Me- 
thode zu verharren. 

Bereits in zahlreichen einschligigen Arbeiten bewahrt hat 
sich uns das von Epstein?) und von Lieb?) fiir die chemische 
Untersuchung von Gauchermilz und von Gaucherleber angewandte 
vereinfachte Verfahren der fraktionierten Extraktion der Lipoide 
aus Organ- und Trockenpulver nach Frankel. 


Als Lipoide werden in vorliegender Mitteilung die in Ather- und 
Alkohol extrahierbaren Stoffe bezeichnet, die chemisch esterartige Ver- 
bindungen des Glycerins oder anderer Alkohole mit langgliedrigen Fett- 
siureradikalen (Thannhauser) darstellen, also Lecithine, Kephaline, Amino- 
myelin, Sphingomyelin und ahnliche Stoffe (gesiittigte Phosphatide Frinkels) 
Cerebroside und Cholesterinester. ; 

Das freie Cholesterin, das nach chemischen Begriffen strikte von den 
Lipoiden zu trennen wire (E. Abderhalden), wird mit Riicksicht auf seine 
Léslichkeit (Oppenheim) sein biologisches Verhalten vielfach den Lipoiden 


zugezahit. 

Die vereinfachte Methode der fraktionierten Lipoidextraktion 
verfolgt den Zweck, die einzelnen Gruppen der Lipoide gesondert 
zu bestimmen und zwar: 

In der zuerst mittels Atherextraktion des Trockenpulvers ge- 
wonnenen Fraktion: Lecithin plus Kephalin, ferner Cholesterin, 
Cholesterinester und Neutralfette; 

in der darauf durch Alkoholextraktion gewonnenen Fraktion 
die gesittigten Phosphatide und Cerebroside. 

Die in erster Linie angegebenen, fiir Trockenpulver ermittelten 
Prozentzahlen fallen ausschlieBlich als Vergleichszahlen fiir Nach- 
untersuchungen in die Wagschale, da sie allein gegen eine kon- 
stante GréBe, das Gewicht der Trockensubstanz, in Relation ge- 
setzt sind. 





') A. a. O. 
* A.0. 0. 
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Dem von Brahn und Pick erhobenen Einwand des vari- 
ablen Feuchtigkeitsgehaltes des Trockenpulvers wurde dadurch 
mit Erfolg begegnet, daB die Pulver im Faustschen Apparat 
rasch, und anschlieBend daran, durch zwei bis drei Wochen im 
Vakuumexsiccator iiber Chlorcalcium bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet wurden. Der tiberaus wechselnde Feuchtigkeitsgehalt 
der Organe, der im Momente des Todes gewissermaBen einem zu- 
filligen Querschnitte entspricht und sich auch noch postmortal 
indern kann, bildet im geraden Gegensatz zu dem soeben er- 
wahnten Kinwande, eine ausgesprochene Gegenanzeige gegen Wert- 
berechnungen des Gehaltes an Lipoiden in Prozenten der frischen 
Organe, da die vom schwankenden Wassergehalte abhingigen Ge- 
wichte des Feuchtgewebes dieser Wertbemessung zur Grundlage 
dienen und daher nicht ohne weiteres als Vergleichszahlen her- 
angezogen werden kénnen. 


Dessenungeachtet sind auch die auf frisches Material berechneten 
Prozentzahlen hier mitgeteilt worden, um die Méglichkeit zu bieten, diese 
Werte allerdings mit der nétigen Reserve mit den Befunden ilterer Analysen 
(vgl. Tab. I) in Parallele setzen zu kénnen, insofern sie auf Feuchtgewebe 
bezogen sind. 


Die bisher nicht besprochenen Organanalysen einer Niemann- 
Pick-Milz durch Bloom und Kern!) die bei ihren Arbeiten die 
obenerwaihnten Vorschriften von Epstein’) und Lieb’) befolgt 
hatten, lieferten mit Ausnahme einiger Werte vergleichbare Zahlen, 
die im folgenden Beriicksichtigung finden werden. 


I. Angewandte Methodik. 


Einleitung: Vorbereitung des Untersuchungsmaterials. 


a) Fiir die Entwisserung und die Vorbereitung zur Extraktion bestimmter 
Organe sind in der Literatur zahlreiche Verfahren angegeben worden, wie 
das Einlegen der zerkleinerten Organe in Aceton, das Zerreiben des feuchten 
geschabten Materiales mit Gips, wasserfreiem Natriumsulfat oder phosphor- 
saurem Natrium mit nachherigem Erhirtenlassen und schlieBlichem Pualvern 
des Untersuchungsgutes. Jede dieser Methode hat aber ihre Vor- und Nach- 
teile, keine arbeitet absolut quantitativ. Sie alle verfolgen den Zweck, die 
leicht zersetzlichen Lipoide unversehrt zu konservieren. Uns hat sich das 
Lufttrockungsverfahren nach Siegmund Frinkel*) bestens bewihrt, da die 
Analysenresultate normaler und pathologischer Gewebe, die im Verlaufe der 
Jahre bei analogen Fillen ermittelt worden waren, annihernd gleichlautende 
Werte ergeben haben. 


1) A. a. O. 
2) A. a. O. 
5) A. a. O. 
*) Handb. d. biolog. Arbeitsmeth. 1925, Abt. I, Teil 6, S. 1—126. 
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b) Als Ausgangsmaterial unserer Untersuchungen wurden, wenn vor- 
handen, grundsitzlich frische Organe verwendet, da die Untersuchungen von 
M. Mladenovic und H, Lieb’) und von Kimmelstiel*) gezeigt haben, 
daB die Extrahierbarkeit der Lipoide insbesondere der Phosphatide durch 
die Formalinfixierung nicht unerheblich geschidigt wird. Das fiir die Unter- 
suchungen iibergebene frische Milzgewebe wurde durch die Fleischmaschine 
geschickt, der Milzbrei gewogen auf Emailtassen in diinner Schicht ausgebreitet, 
bei 37° im Luftstrome rasch getrocknet, sodann gepulvert und weiterhin 
im Vakuumexsiccator bis zur Gewichtskonstanz aufbewahrt. Gewichtswert 
fiir Rohmaterial minus Gewichtswert fiir Trockenpulver ergibt den Feuchtig- 
keitsgehalt der untersuchten Milz im frischen Zustande. 


1. Herstellung der datherléslichen Lipoidfraktion 
nach Siegmund Frinkel.’) 


Dem Trockenpulver wurde eine fiir die Lipoidextraktion bestimmte 
Probe entuommen, genau gewogen, und quantitativ in einer Filterpapier- 
umhiillung in eine Soxhlethiilse gebracht. Erschépfende Atherextraktion 
durch 4—5 Tage im erhitzten Wasserbade. Darauf wurde der Ather ab- 
destilliert und der Kolben auB8en sorgfiiltig gereinigt, der Verdunstungs- 
riickstand zuniichst bei 37° durch 24 Stunden, sodann im Vakuumexsiccator 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und das Gewicht des Atherabdunstungs- 
riickstandes ermittelt. 


2. Phosphor- und Stickstoffgehalt 
des Atherabdunstungsriickstandes. 


Zur Bestimmung des Stickstoff- und des Phosphorgehaltes wird der 
Abdunstungsriickstand neuerlich in Ather gelést, in einen MeBkolben ge- 
bracht, mit dem Lésungsmittel bis zur Marke aufgefiillt und davon fiir je 
8 Parallelbestimmungen die entsprechende Menge in die Veraschungskolben 
abpipettiert, und der Ather abgedunstet. Die Stickstoffbestimmungen wurden 
mittels der Mikromethode nach Kjeldah|-Preg], die Phosphorbestimmungen 
nach Schaumann-Neumann’) in einer Modifikation nach Gregersen’) 
und nach Iversen®) durchgefihrt. 


3. Herstellung der alkoholléslichen Lipoidfraktion 
nach Siegmund Frankel." 


Das von der Sub.I(1) beschriebenen erschépfenden Atherextraktion 
zuriickgebliebene Milztrockenpulver wird in seiner urspriinglichen Umhiillung 





1) Diese Z. 181, 221 u. ff. (1929). 

*) Diese Z. 184, 143 (1929). 

5) A.a. A. 

*) Hand. d. biochem. Arbeitsmeth. 9, 616 (1919). 

°) Diese Z. 53, 455 (1907). 

®) Diese Z. 104, 22 u. ff. (1920). 

”) Die Bezeichnung ,,alkohollésliche Lipoide“ bezieht sich auf Lipoide 
die in der nach Atherextraktion gewonnenen sekundir alkoholléslichen 
Fraktion nach 8. Frankel enthalten sind. 
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mit Filterpapier in den Soxhletschen Apparat fiir HeiB-Alkoholextraktion 
unter Anschlu8 eines gewogenen Extraktionskolbens eingebracht, in den 
durch den Kiihler zum Zwecke der nun folgenden Extraktion nachher ab- 
soluter Alkohol eingefillt worden war. Erschépfende Extraktion durch 
72 Stunden im dauernd auf Siedetemperatur erhitzten Wasserbade. 


4, Schwefelbestimmung. 


Die Schwefelbestimmung im Alkoholextraktabdunstungsriickstande 
wurde unter Verwendung eines aliquoten Teiles des neuerlich in Alkohol 
aufgenommenen Riickstandes nach Messinger') durchgefiihrt. 


5. Bestimmung des freien Cholesterins 
und der Cholesterinester mittels der Windausschen Digi- 
toninfallungsmethode’) in der Modifikation nach Fex.3) 


Wenn auch in drei Parallelbestimmungen mit iibereinstimmenden 
Resultaten gezeigt werden konnte, daB bei der erschépfenden Atherextraktion, 
wie sie von uns vorgeschlagen und befolgt wurde (vgl. Punkt I) das gesamte 
Cholesterin quantitativ in die Atherfraktion tibergeht, haben wir uns dennoch 
an die Originalangaben von Fex gehalten, der fiir die Cholesterinbestimmung 
nicht den Atherabdunstungsriickstand heranzieht, sondern das Ausgangs- 
gewebe mit Natronlauge aufschlieBt. 


6. Das Neutralfett 


wurde aus der Differenz der Atherabdunstungsriickstinde und der Summe 
der quantitativ ermittelten dtherléslichen Lipoide berechnet. 

Bei dieser Gelegenheit sei betont, da8 samtliche in dieser 
Mitteilung angegebenen Werte aus mindestens zwei einander 
kontrollierenden Proben ermittelt worden sind. 

Den Gegenstand der nun folgenden Besprechungen bilden 
mit Ausnahme derjenigen, die sich auf die von Bloom und 
Kern‘) untersuchte Niemann-Pickmilz beziehen, ausschlieBlich 
die Ergebnisse der Untersuchung des eigenen Materials unter 
Heranziehung der Vergleichswerte einer Gauchermilz aus dem 
Jahre 1924 und der EKinlagerungsmassen der Dura mater bei 
Schiller-Christianscher Krankheit. Zur Untersuchung gelangten: 

1, Die Niemann-Pickmilz des von Smetana 1929 sezierten, 
ein 20 Monate altes Madchen jiidischer Abstammung betreffenden 
Falles, der, wie bereits ausfiihrlich besprochen wurde, Anla8 fir 
die im vorliegenden veréffentlichten Untersuchungen bot. 





) Ber. chem. Ges. 21, 2914 (1888). 

*) Diese Z. 65, 110 (1910). 

*) Biochem. Z. 104, 82 (1920). 

*) Archives of Internal Medicine, Vol. 39, p. 456—461 (1927). 
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2. Als Normal-Sauglingsmilzen bezeichnete Kontrollmilzen, 
Gemisch aus Aquivalenten Mengen ‘T'rockenpulvers von fiinf in 
ihren Lipoiden nicht verinderten Milzen, herriihrend von Sauglingen, 
die im ersten und zweiten Lebensjahre an Pneumonie oder sonstig 
akut verlaufenden Krankheiten verstorben waren. 

8. Niemann-Pickmilz des von W. Bloom und R. Kern’) 
untersuchten 1927 verdffentlichten Falles. 

4. Gauchermilz einer 35jihrigen Frau. Milz durch Ex- 
stirpation gewonnen. Von Epstein 1924?) veréffentlicht. Lieb’) 
identifizierte das von Epstein nachgewiesene Cerebrosid als Kerasin. 

5. Einlagerungsmassen der Dura mater des Falles von 
Schiller-Christianscher Krankheit. Der Fall wurde von 
Chiari‘) im Herbst 1929 seziert und gelegentlich der 26. Tagung 
der Deutschen pathologischen Gesellschaft in Berlin 1930 vom 
pathologischen — von Epstein®) vom chemischen Standpunkte 
kurz besprochen. Chemisch untersucht und jiingst ausfihrlich in 
dieser Zeitschrift veréffentlicht von Epstein und Lorenz.’ 

Tab. II zeigt: 

1. DaB das Gewicht der von uns untersuchten Niemann- 
Pickmilz (1) 220 g, somit rund das 10fache des Durchschnitts- 
gewichtes der Milzen von 5 normalen Siuglingen (26 g) betriigt. 

2. DaB die Niemann-Pickmilz des Falles 1 umgerechnet 
auf 100 g frisches Organ um 11,8°/, mehr Trockensubstanz auf- 
weist, als die Normalmilzen annihernd gleichalteriger Saiuglinge (2), 
was darauf zuriickzufiihren ist, daB die erstere im selben Volumen 
betrichtlich mehr wasserverdringendes Fett enthilt. 

3. DaB die quantitativen Wagungen der zur Gewichtskonstanz 
getrockneten Atherabdunstungsriickstiinde der Niemann-Pickmilzen 
des Falles 1 und 3 eine sehr erhebliche bis zum 5fachen des 
Normalwertes betragende Zunahme dieser atherléslichen Lipoid- 
fraktion ergeben. 

4, Da’ der Atherabdunstungsriickstand der Gauchermilz (4) keine Er- 
héhung gegeniiber dem der Normalmilz zeigt. 

5. Dab die nach vorhergegangener erschépfender Atherextrak- 
tion gewonnenen Alkoholextrakte der Milzen 1 u. 3 (ahnlich wie 
der Gauchermilz), abnorm hohe, bis nahezu zum 4fachen des Nor- 
malen betragende Werte aufweisen. 





1) Ava. 0. *) A. a. 0. *) Aa. 0. 
*) Verhandlungen der Deutschen pathologischen Gesellschaft 25. Tagung 
S. 847, Berlin (1930). 5) Ebenda, S. 350. 
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Tabelle 
Gesamtstickstoff und Gesamt. 
Gehalt der Ather- und alkoholléslichen Lipoid. 
Gesamt A. Atherlésliche Lipoidfraktion 
| ty — 
gig Extraktiv 
Sy 
° nm rid eis: 
Ausgangsmaterial 5 5 Stickstoff | Phosphor 
auf 100g | 2% or STAT offs [ots NP 
Trocken-J=S2| =S5 /=s$/2eEe| ge [Sse 
= he ee im 
pulver B45 BE a gee) es 5 Be Bm 
Nr. 1. Niemann-Pick- 0,47 05 
ails } davon nicht 
(Fall Smetana) 6,5 |2,04] 1,7 [davon nicht] 0,14 | 1,82 | qialysabel | 9,15 2:1 
(frisch) dialysabel | 0.4 
Epstein u. Lorenz 1930 0.18 resmapeeany 
4 | N:P=1:1) 
| 
Nr. 2. Normal-Siug- 0,103 | 0,063 
lings-Milzen ! 
(Gemisch von 5 Siiug- - 
ae ge-Mil _ 5° 111,9 |1,26] 1,58 | atone | 0,019 0,95 | aicnt | 0,011 3,721 
(frisch) bestimmt bestimmt 
Epstein u. Lorenz 1930 
Nr. 3. Niemann-Pick- 
Milz 
from a goene adult | 8,97/8,97 (1,1?) 0,502 | 0,14 
(frisch) 
Bloom u. Kern 1927 
Nr. 4. Gaucher-Milz 
einer 35 jaihrigen Frau ie 
(frisch) 0,094 0,055 4:1 
Epstein u. Lieb 1924 
Nr. 5. Morbus Schiil- 
ler-Christian 
Einlagerungsmassen 
der Dura mater der ret 
Latehe eines 0 Jehve 0,283 0,098 0,027 || 0,175 0,062 0,017 3,5: 
alten Mannes 
(formalinfixiert) 
Epstein u. Lorenz 1930 | 
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* Die Trockenpulver simtlicher Gewebssorten wurden nach der Methode von © 
Falles 4 wurde itiberdies das Kerasin / 
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| phosphor der Trockensubstanz. 
' fraktion an Stickstoff, Phosphor und Kerasin. 
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Extraktiv 
Stickstoff Phosphor 
— bo bo | wo. 8 
Sy iw a . a 
ee =s#| 342 233 
2 ta Ad “ 2 | Sy 
ha aq?) 3a ™ | §A& 
‘creer ee rene matt oe 
| 146 1,22 | 
davon nicht 3,16 ‘caus 0,353 | 
dialysabel 0 85 | 
b ] j 
0,95 N:P=2,5:1, | 
0,74 | 0,17 
| 
davon nicht yorker | 
dialysabel 0.11 
? 
_ N:P=5:1| 
| (2,932?) 0,92 | 
2,51 0,266 | 
| | 
| 
\ 
0,065 0,092 | 
| | 
| 
1 
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5. Bemerkenswert ist schlieBlich das Mengenverhiltnis von 
Alkoholfraktion: Atherlipoidfraktion, das fiir Normalmilzen (2) und 
die Niemann-Pickmilz (1) rund 1,5:1, fiir die Niemann-Pickmilz 
Bloom und Kern (3) 1,1:1, fir Gauchermilz (4) 5:1, fir die 
Einlagerungsmassen der Dura mater bei Schiiller-Christianscher 
Krankheit (5) aber 1:9. 4 (!) betragt. 

Aus den in vorstehender Tabelle III, sub A eingetragenen 
Resultaten ergibt sich: 

1, DaB der Gesamtphosphorgehalt der Niemann-Pickmilz (1) 
fast das Doppelte, ihr Gesamtstickstoffgehalt aber nur etwas mehr 
als die Halfte der entsprechenden Werte der Normalmilzen (2) be- 
trigt. Diese Zahlenverhiltnisse erkliren sich durch die An- 
reicherung an relativ stickstoffarmen Lipoiden in der Milz als 
Ausdruck der fiir die Niemann-Picksche Krankheit eigenartigen 
Stoffwechselstérung, méglicherweise auch durch die Verdriingung 
der bei weitem stickstoffreicheren Eiweibkérper. An dieser Ver- 
dringung diirften neben dem Lecithin alkohollésliche Phosphatide, 
Myelin, sowie andere bisher nicht identifizierte Verbindungen aus 
der Gruppe der gesittigten Phosphatide beteiligt sein. 

2. Die Werte fiir Extraktivstickstoff der atherléslichen Fraktion 
der Niemann-Pickmilzen entsprechen fiir den von uns unter- 
suchten Fall Smetana (1) das 4fache, fiir den Fall Bloom und 
Kern (3) das 10fache der Stickstofiwerte fiir Normalsiuglingsmilz. 


Die Stickstoffwerte von Bloom und Kern weichen so sehr von den 
von uns ermittelten Zahlen ab, daB angenommen werden muB, daB bei Be- 
stimmung oder Berechnung dieser Werte durch Bloom und Kern Irrtiimer 
unterlaufen sind. 


3. Die Werte fiir Extraktivphosphor der atherléslichen Frak- 
tion der Niemann-Pickmilzen (1 u. 3) stimmen iiberein und ent- 
sprechen einer Verneunfachung des normalen Phosphorwertes der 
Kontrollsiiuglingsmilzen. Die Phosphorwerte der idtherléslichen 
Fraktion verdienen aus dem Grund besonderes Interesse, weil sie 
zur Grundlage der Umrechnung des Phosphors in Lecithin dienen. 


4. Stickstoff- (0,094 g-°/,) und Phosphorgehalt (0.055 g-°/,) der Gaucher- 
milz (4) zeigen keine Erhéhung gegeniiber dem der Normalmilzen (vgl. auch 
die Normalmilzwerte der von uns 1924 untersuchten Milz: Stickstoff 0,1 g-°/), 


Phosphor 0,053 g-°/,'). 

5. Das Verhialtnis von itherléslichem Stickstoff zu ather- 
léslichem Phosphor, betrigt fiir Niemann-Pickmilz (1) 2:1, fir 
Normalmilzen (2) 3,7:1, (fiir Gauchermilz 4:1, fiir Einlagerungs- 
massen bei Christians Syndrom 3,5: 1). 





1) A.a. O. 
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Unter den in der voranstehenden Tabelle IVa eingetragenen 
Lipoidzahlen sind die fiir den Lecithingehalt der atherléslichen 
Lipoidfraktion deshalb besonders zu beachten, weil dieser Stoft, wie 
bereits hervorgehoben wurde, das fiir die Niemann-Picksche 
Lipoidose charakteristische Lipoid darstellt. Von einer Sonder- 
bestimmung des Kephalins wurde bei der nahen Verwandtschaft 
mit dem Lecithin Abstand genommen. Wenn man sich vergegen- 
wirtigt, daB das Lecithin und Kephalin Monoaminomonophosphatide 
sind und daB fiir ihre Identifizierung in erster Linie das Verhaltnis 
von N:P mabfgebend ist’), so ergibt sich aus den Werten der 
Tabelle IJ] A ein sehr gewaltiger UberschuB von Atherextraktiv- 
Stickstoff. 

Zur Ermittlung der Menge der einwandfrei als Lecithin bzw. 
Lecithin plus Kephalin zu bezeichnenden Monoaminomonophos- 
phatide haben wir ein Verfahren herangezogen, das E. Epstein 
im Jahre 1918 gemeinsam mit F. Paul?) zur Reindarstellung 
eines in Pferdeherzpulver enthaltenden Diaminomonophosphatides 
mit Erfolg angewandt hatten, indem der in Wasser aufgenommene 
Atherabdunstungsriickstand durch 5 Tage gegen hiufig gewechseltes 
destilliertes Wasser der Dialyse unterzogen wurde. Es ergab sich, 
daB fast */, des atherléslichen Stickstoffes durch die Dialyse von 
einem undialysierbaren Stickstoffrest abzutrennen sind, wahrend 
sich von Phosphor nur !/, entfernen labt. Die im Dialysierschlauch 
zuriickbleibenden Stickstoff- (0,18 g-°/,) und Phosphorwerte (0,4 g-°/,) 
zeigen das fiir die Gruppe der ungesiittigten Monoaminomono- 
phosphatide (Lecithin und Kephalin) charakteristische relative 
Mengenverhiltnis von N:P=1:1. Die groBen Mengen des 
dialysablen Stickstoffes dirften auf Zersetzungsprodukte eiweiB- 
artiger Stoffe, zum Teile méglicherweise auch auf zersetztes Lecithin 
zu beziehen sein. 

Die Methode der Isolierung der Monoaminomonophosphatide von innig 
beigemengten stickstoffhaltigen Produkten der iitherléslichen Lipoidfraktion 
mittels Dialyse ist aber mit Sicherheit anscheinend nur fiir Gewebe anwend- 
bar, in denen diese Phosphatide betriichtlich iiberwiegen. So war es nicht 
méglich, bei den Normal-Séuglingsmilzen in den durch die Dialyse ge- 
wonnenen Lipoiden der Atherfraktion das Mengenverhiltnis 1:1 zu erzielen. 
Das mag wohl in dem UberschuB an stickstoffhaltigen Substanzen in der 
Atherfraktion von Normalmilzen (N:P = 3,7:1), seine Erklirung finden, 
wihrend bei Niemann-Pickmilzen dieses Verhiltnis von Haus aus nur 
2,2:1 betriigt, (siehe Diskussion Tabelle III A, Punkt 1). 

1) Thierfelder u. Klenk, Die Chemie der Cerebroside und Phos- 


phatide. Julius Springer, Berlin 1930. 
2) Diese Z. 128, 14 u. ff. (1923). 
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Rechnet man den gesamten itherléslichen Phosphor auf 
Lecithin um, indem man den Phosphorwert mit dem Umrechnungs- 
faktor 26,4 multipliziert, so ergibt sich ein Lecithingehalt von 
13,17 g in 100 g Trockenpulver. Vergleicht man damit den durch 
Dialyse einwandfrei als Lecithin bestimmbaren Wert von 10,56°/,, 
so erscheint der zweite Wert gegeniiber dem ersten nur um ?/, 
niedriger. Wir haben uns trotzdem entschlossen als Lecithinwert 
den nur um weniges héheren Wert anzunehmen, da es immerhin 
moglich ist, daB ein Teil des Lecithins dem Darstellungsverfahren 
zum Opfer gefallen ist. 

Aus Tabelle lV a geht weiters hervor, daB die bereits in Tabelle II 
vermerkte und auch dort besprochene Vermehrung der ither- 
léslichen Fette und fettahnlichen Stoffe der Niemann-Pickmilz 
bis zum 5fachen des Normalen (27,4°/, gegen 6,7°/,) fast aus- 
schlieBlich auf Lecithin (13,2°/,) und Neutralfett (12,8°/,) zu 
buchen ist, wahrend der aus 0,62°/, freiem Cholesterin und 0,287 °/, 
Cholesterinester sich ergebende Gesamtcholesteringehalt von 1,4°/, 
nur verschwindend in die Wagschale fiallt.’) 

Diametral entgegengesetzt beziigiich des Lecithin- und Chole- 
steringehaltes verhilt sich die Zusammensetzung des Atherextraktes 
der EKinlagerungsmassen der Dura mater in dem von uns unter- 
suchten Falle von Schiiller-Christianscher Krankheit. 

Hier betrigt der Gehalt der Trockensubstanz an Gesamt- 
cholesterin 18,58°/,, (= 3,23°/, freies Cholesterin plus 15,35°/, 
Cholesterinester) an Lecithin 1,64°/, und an Neutralfett 14,46°/.. 

Die itherléslichen fettigen und fettihnlichen Stoffe der Normal- 
Siuglingsmilzen setzen sich zusammen aus 1,66°/, Lecithin, 
4,18 °/, Neutralfett und 0,91°/, Cholesterin (= 0,62°/, freies 
Cholesterin, 0,287°/, Cholesterinester). 

Es zeigt sich somit, daB der Lecithinwert der Niemann-Pick- 
milzen (1 u. 3) 8fach héher ist, als der der 5 Siuglingsmilzen (2) 
und der EKinlagerungsmassen der Dura mater bei Schiiller- 


1) Der nach brieflicher Mitteilung von William Bloom auf 100 g 
Trockenpulver zu beziehende Gesamtcholesterinwert von 8,308°/, der von 
Bloom und Kern untersuchten Niemann-Pickmilz (3) wurde mittels der 
nephelometrischen Methode von Bloom ermittelt. Diese Methode scheint 
aber ganz enorme Fehler zu ergeben. Der von Bloom und Kern angefihrte 
Wert von 8,308°/, iibersteigt in iiberraschend hohem AusmaBe noch die 
obere Fehlergrenze, die Werner Hueck®) fiir kolorimetrische Cholesterin- 
bestimmungsmethoden mit 57,5°/, beziffert hatte. 

, *) Verhandl. d. Deutsch. patholog. Gesellsch. 20. Tagung, Wiirzburg 1925, 
5. 18—66. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCII. 11 
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Christianscher Krankheit (5) und 9fach héher als der bei der 
Gauchermilz, wihrend der Cholesteringehalt dieser Niemann-Pick- 
milz (1) nur das 11/,fache, der Cholesteringehalt der Einlagerungs- 
massen bei Schiller-Christianscher Krankheit aber das 20fache 
der Normalmilzwerte betrigt. 

Als priignantes Charakteristikum der Niemann-Pickschen 
Krankheit ergibt sich also ein Vorherrschen des nach Spranger 
und Degkwitz') als physikalisch-chemisch aktiv zu betrachtenden 
Phosphatides Lecithin in dem Lipoidfettgemenge, das zur in- 
filtrativen Phosphatid-Zellverfettung dieses Krankheitszustandes 
fiihrt. 

Es bestatigt sich also auch fiir die Niemann-Picksche 
Krankheit der von Versé”) formulierte Satz, daB es sich bei 
simtlichen Lipoidsteatosen ganz allgemein um Komplexsteatosen, 
Ablagerungen von Lipoidfettgemischen handelt, deren einzelne 
Typen aber durch das Vorherrschen einer bestimmten Gruppe der 
Lipoide charakterisiert sind. 

Als notwendige Grundlage fiir die Erérterungen physikalisch- 
chemischer Beziehungen, die in einer gesonderten Mitteilung zur 
Verdffentlichung gelangen sollen, miissen hier die folgenden Er- 
wigungen samt der beigegebenen Tabelle [Vb Platz finden, wobei 
es nicht vermieden werden kann, in einzelnem vorzugreifen. 


Die Tabelle gibt Aufschlu8 iiber die dynamisch so wichtigen 
gegenseitigen Mengenverhiltnisse der Lipoide in Niemann-Pick- 
Milz, Normalmilz in den Einlagerungsmassen bei Christians 
Syndrom und in Gauchermilz. 

Die Tabelle lehrt, daB in der Niemann-Pickmilz das Leci- 
thin das Cholesterin um mehr als das 9fache iiberwiegt, wih- 
rend umgekehrt in den HKinlagerungsmassen bei Christians 
Syndrom der Cholesteringehalt 11 mal héher liegt, als der Lecithin- 
gehalt. Fiir Gauchermilz ergibt sich ein Uberwiegen des bei dieser 
Kirkrankung von den histiocytiren Zellelementen gespeicherten 
Kerasins iiber Lecithin um das fast 7fache. 

Im Gegensatz zu diesen Mengenverhiltnissen der einzelnen 
Lipoide bei den erwihnten allgemeinen Lipoidosen tritt in Normal- 
siuglingsmilzen eine gewisse Ausgeglichenheit dieser Relation in 





1) W. Spranger, Biochem. Z. 508 (1929); R. Degkwitz, Klin. 


Wochenschr. 1929, 2224—2229. 
2) Verh. d. Pathol. Ges., 20. T., Wiirzburg 8. 67—118 (1925). 
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Tabelle IVb. 











Gesamt- Freies Cholesterin : 
cholesterin : Lecithin Cholesterinester 


Niemann-Pick-Milz (1) 
(Fall Smetana) 1:93 1,07:1 
Epstein u. Lorenz 1930 














Normal-Siuglings-Milzen (2) 1:1,8 2,2:1 


Einlagerungsmassen der 
Dura mater bei M. Schiiller- 11.3:1 1:47 
Christian (10) oie hs 
Epstein u. Lorenz 1924 





M. Gaucher-Milz Kerasin : Lecithin 
Epstein u. Lorenz 1924 6,9:1 

















Erscheinung, indem auf nicht ganz zwei Teile Lecithin ein Teil 
Gesamtcholesterin kommt. 

Interessant ist auch die Proportion der physikalisch-chemisch 
besonders aktiven Cholesterinester zu freiem Cholesterin, die sich 
insbesonders in den Einlagerungsmassen der Schiiller-Christian- 
schen Krankheit auswirkt und hier fast 5:1 betrigt, wihrend 
sie fiir Normalmilz auf rund 2:1 und fir Niemann-Pickmilz auf 
rund 1:1 gesunken ist. 

Erwies sich die Zusammensetzung der itherléslichen Lipoid- 
fraktion der Aufklirung durch die gebriuchlichen qualitativen und 
quantitativen Untersuchungsmethoden weitgehend zugiingig, so 
liegen die Verhiltnisse fiir die durch sekundiire Alkohol- 
extraktion gewonnene Fraktion minder giinstig. 

Als Substanzen, die nach erschépfender Atherextraktion aus 
dem Ausgangsmaterial neben einer Reihe ganz bestimmt nicht 
lipoidiger Substanzen in siedenden Alkohol iibergehen, kommen 
ganz allgemein Gemenge fettahnlicher Stoffe in Betracht, deren 
Konstitution und Existenz als selbstindige Verbindung vielfach 
noch umstritten erscheint. Chemisch gut charakterisiert ist nur 
die Gruppe der phosphorfreien Cerebroside (Phrenosin, Kerasin, 
Nervon). Von der zweiten Gruppe der itherunléslichen, alkohol- 
léslichen, aber phosphorhaltigen Lipoide (Frinkels ,,gesittigte 
Phosphatide“) ist als einigermaBen chemisch aufgeklirt nur das 
Diaminomonophosphatid Sphingomyelin zu erwaihnen, in welchen 
sich N:P wie 2:1 verhilt. 

11* 








164 Emil Epstein und Kar! Lorenz, 


Unter den phosphorhaltigen Bestandteilen dieser Fraktion 
wiren noch die Frinkelschen Phosphorsulfatide zu nennen, deren 
Existenz als selbstindige Verbindung aber vielfach geleugnet wird. 
Sie werden vielmehr als mit schwefelhaltigen Substanzen vermengte 
Phosphatidgemische aufgefaBt. 

Was in diesem Zusammenhange zunichst das gelegentlich 
der Diskussion von Punkt 5 der Tabelle Il erwihnte Mengen- 
verhiltnis der atherléslichen zur sekundir alkoholléslichen Lipoid- 
fraktion anlangt, so muB es auffallen, dab nicht nur die Abdunstungs- 
riickstiinde der Alkoholfraktion der Niemann-Pickmilz (1) die der 
Atherfraktion an Menge um rund 50°/,, sondern, daB auch, 
wie aus T'abelle III B ersichtlich ist, die auf Trockenpulver be- 
zogenen Phosphorwerte dieser Fraktion mit 1,22°/, tiber die der 
Atherfraktion mit 0,5°/, sehr betriichtlich tiberwiegen, welch 
letztere bekanntlich die fiir die Histio- und Pathogenese der 
Niemann-Pickmilz so wichtigen Lecithine enthilt. 

Zieht man noch in Betracht, daf der Alkoholabdunstungs- 
riickstand der Niemann-Pickmilz auf ‘Trockenpulver berechnet 
38,7°/, der Atherabdunstungsriickstand nur 27,4°/, betrigt, so 
ergibt sich fiir die Alkoholfraktion gegeniiber der Atherfraktion 
ein PhosphoriiberschuB, der wohl den SchluB zuliBt, daB in der 
Aikoholfraktion der Niemann-Pickmilz irgendwelche von uns vor- 
derhand nicht bestimmbare Mengen von Phosphatiden vorhanden 
sein miissen, die aber, wie schon betont, mit Lecithin nicht zu 
identifizieren sind. Die Menge des nicht dialysierbaren Phosphors 
mit 0,85 g-°/, gegen 1,22 g-°/, des urspriinglichen alkoholléslichen 
Extraktivphosphors zeigt, daB 30°/, dieses Phosphors als wasser- 
léslicher dialysabler Phosphor, sei es anorganischer Herkunft, 
sei es als Bestandteil von Zersetzungsprodukten zerfallener Phos- 
phatide oder von Abfallstoffen andersartiger organischer phosphor- 
haltiger Verbindungen fir die vorliegende Betrachtung ausscheiden. 
Dem Werte von 0,85 g-°/, nichtdialysablen Phosphors der alkohol- 
léslichen Lipoidfraktion steht als Koutrollvergleichswert die ana- 
loge Phosphorzahl der Normalmilzen mit 0,11 g-°/, (vgl. Tabelle II B) 
gegeniiber. 

Die Relation von N:P = 2,5:1 in dem 70°/, des Gesamt- 
phosphors betragenden Anteil des nicht dialysierbaren Phosphors 
deutet auf die Méglichkeit des Vorhandenseins von mit stickstoff- 
haltigen Substanzen vermengten Diaminomonophosphatiden. 

In der Tat zeigen noch nicht veréffentlichte Untersuchungen 
von M. Mladenovié in der ihm von uns iibergebenen Alkohol- 
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fraktion der Niemann-Pickmilz des Falles 1, daB sich im Dia- 
lysierriickstande des in Wasser aufgenommenen Abdunstungs- 
riickstandes dieser Fraktion ein Verhiltnis von N:P wie 2:1 er- 
gibt (Mladenovic verwendete zur Dialyse statt der von uns in 
Anwendung gezogenen mit Chromgelatine impragnierten Leinwand 
Herzbeutelmembranen). 

Auferdem stellten wir fest, daB 5,19°/, des Alkoholabdunstungs- 
riickstandes (das sind 2,01°/, des 38,7°/, betragenden Gesamt- 
riickstandes auf 100 g Trockenpulver) durch Aceton fallbar sind. 
Eine Untersuchung dieses acetonfillbaren Anteiles der alkohol- 
léslichen Fraktion auf Stickstoff- und Phosphorgehalt ergibt 
folgende Zahlenwerte: 


Tabelle V. 
Acetonfillbarer Anteil des Alkoholabdunstungsriickstandes. 








Stickstoff Phosphor 





auf 100g | auf 100g | auf 100g auf 100g — auf 100g | auf 100g 














aceton- 4 aig aceton- | -_— On 

fallbare | — Trocken filllbare | purer | — kon 

Substanz extrakt | pulver Substanz | extrakt pulver 
525 «=| «= 027) |_~S (0,104 9,66 | 0,50 0,194 


Die Tabelle lehrt also, daB von 1,22 g alkoholléslichen Phos- 
phors in’ 100 g Trockenpulver (vgl. Tab. IJI B) nur 0,194 g in Aceton 
unléslich sind. Das Verhiltnis von N:P ergibt die Proportion 
1,2:1, die auf das Vorhandensein eines Atherunléslichen alkohol- 
léslichen Phosphatides unbekannter Konstitution oder von dessen 
Abbauprodukten hinweisen kénnte. 

Versuche zur weiteren Aufklirung der somit bisher zweifel- 
haften chemischen Natur der im Alkoholabdunstungsriickstande 
vorhandenen Lipoide durch Hydrolyse und Isolierung der Spalt- 
produkte sind iiberdies von Mladenovié in Angriff genommen 
worden. 

Da Schwefel in der alkoholléslichen Fraktion nach Messinger 
auch nicht in geringsten Spuren nachgewiesen werden konnte, so 
kommt das Vorhandensein der hypothetischen Phosphorsulfatide 
fiir die von uns untersuchte Niemann-Pickmilz (1) nicht in Betracht. 

Jedesfalls ist aus Tabelle III B ersichtlich, daB der alkohol- 
lésliche Gesamtphosphor der Niemann-Pick-Milz (1,22 °/, gegen- 
iiber dem Normalphosphorwert der alkoholléslichen Fraktion 
(0,17 °/,) rund siebenfach erhoht ist, wihrend der Phosphorgehalt der 
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alkoholléslichen Fraktion der Gauchermilz (0,266 g-°/,) nur das 
11/,fache, der der EKinlagerungsmassen bei Schiiller-Christian- 
scher Krankheit (0,092 g-°/,) aber kaum mehr als die Hilfte des 
Normalwertes betriagt. 

Von minderem Interesse, aber immerhin erwihnenswert ist 
der Stickstoffreichtum simtlicher Alkoholfraktionen mit Ausnahme 
derjenigen, die von den Einlagerungsmassen bei Schiller-Christian- 
scher Krankheit herriihren. 


Das Verhiltnis von N:P betrigt fiir Niemann-Pickmilz (1) 3:1 [fiir 
Niemann-Pickmilz Bloom und Kern (3) 7:1')], fair Normalmilzen 9:1, fiir 
Gauchermilzen 22:1, fiir Einlagerungsmassen bei Christians Syndrom 1,6:1, 


Daraus geht jedenfalls hervor, daB bei Alkoholextraktion in 
geringem Mafe auch bei Atherextraktion (vgl. Diskussion von 
Tabelle I1[A Punkt5) neben den Lipoiden stickstofthaltige, darunter 
wohl auch phosphorhaltige Substanzen anderer Herkunft mit in 
Lésung gehen miissen. 

LieB sich also zeigen, daB der abnorm hohe Phosphorgehalt 
auch der alkoholléslichen Fraktion der Niemann-Pickmilzen 
einen diesen Krankheitszustand charakterisierenden Befund dar- 
stellt, so ergibt sich aus den vorliegenden Untersuchungen vom 
chemischen Standpunkte aus fiir die Umgrenzung dieses Krankheits- 
begriffes eine zweite grundlegende, negative Fesistellung, nimlich 
die, daB die bei Morbus Gaucher zuerst von Epstein und Lieb 
nachgewiesenen Cerebroside, speziell das Kerasin, das ausschlieBlich 
bei dieser Krankheit in Milz, Leber, Knochenmark und Lymph- 
knoten gespeichert wird, fir die Lipoidanreicherung in der Milz 
bei Niemann-Pickscher Krankheit nicht in Betracht kommt, 
was insofern von besonderer Bedeutung ist, als bekanntlich beide 
Krankheiten mit Splenohepatomegalie einhergehen. Die Namen- 
gebung cerebrosidige Splenohepatomegalie fir Morbus Gaucher 
und phosphatidige Splenohepatomegalie fiir Niemann-Picksche 
Krankheit hilt, diesem Befunde Rechnung tragend, beide Zustinde 
begrifflich strenge auseinander. 

Aus dem im vorangehenden mitgeteilten Zahlenmaterial er- 
geben sich fiir Normal-, Niemann-Pick- und Gauchermilzen, so- 
wie fir die Kinlagerungsmassen bei Schiller-Christianscher 
Krankheit in zusammenfassender Darstellung folgende charakte- 


ristische Befunde. 


1) Die viel zu hohen Stickstoffwerte der alkoholléslichen Lipoidfraktion 
dieser Milz sind ebenso wie die der Atherlipoidfraktion offenbar irrtiimlich 


berechnet oder bestimmt worden. 
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Die Normalmilzen 


zeigen bei niedrigen Werten fiir Abdunstungsriickstand der itherlislichen 
Lipoidfraktion (6,75 g) und alkoholléslichen Fraktion (10,5 g) ein Uberwiegen 
der letzteren 1,5:1. Summe der ather- und alkoholléslichen Substanzen 
betriigt 17,25 g (vgl. Tabelle Il). In der itherléslichen Fraktion sind die 
Phosphorwerte niedrig (0,063, vgl. Tabelle III) und entsprechen einem 
Lecithingehalte von 1,66 g (vgl. Tabelle 1Va). Der Cholesteringehalt betriigt 
0,907 g (Mengenverhiltnis von Gesamtcholesterin: Lecithin rund 1:2, Chol- 
esterin: Cholesterinester rund 2:1) (vgl. Tabelle IVb). Der Gehalt an Neu- 
tralfett 4,153. Die alkohollésliche Fraktion enthalt 0,17 g Gesamtphosphor 
und 0,11 g nicht dialysierbaren Phosphor. 


Die Niemann-Pickmilzen (1 u. 3). 


zeigen als Ausdruck einer enormen Lipoidanreicherung und Ver- 
fettung auBergewohnlich hohe Werte fiir Abdunstungsriickstinde 
der atherléslichen (27,4 g, 32,3 g), und der alkoholléslichen Fraktion 
(38,7 g, 36,5 g). Summe der ather- und alkoholléslichen Substanzen 
betrigt 66,1 g bzw. 68,8 g (vgl. Tabelle II). 

Die alkohollésliche iiberwiegt an Menge die itherlisliche 
Lipoidfraktion im Verhialtnisse von 1,4:1 (Fall 1) bzw. von 1,1: 1 
(Fall 3). Dieses relative Verhaltnis ist bei Fall 3 ein geringeres 
als bei Fall 1 und bei Normalmilzen und entspricht einer relatiy 
gesteigerten Anreicherung an itherléslichen Lipoiden. 

In der atherléslichen Fraktion sind die Phosphorwerte mit 
0,5 g im selben Verhiltnisse, wie der Lecithingehalt mit 13,2 g 
gegeniiber den Normalmilzwerte rund achtfach (somit um 400°/,) 
erhéht (hierzu und zu folgendem vgl. Tabelle IlI, IVa und IVb). 

Der Cholesteringehalt ist mit 1,41 g im Vergleiche damit um 
weit geringeres um nur 60°/, erhéht. (Mengenverhiltnis von Chol- 
esterin : Cholesterinester rund 1:1). (Fall 1.) 

Der Gehalt an Neutralfett (1) betrigt 12,82 g. 

Die alkohollésliche Fraktion (1) enthalt 1,22 gGesamtphosphor 
und 0,85 g nicht dialysablen Phosphor gegen 0,5 g itherléslichem 
Phosphor. 

Die Niemann-Pickmilzen sind jedenfalls durch eine auBer- 
gewohnliche Anreicherung an dem itherléslichen Phosphatid Le- 
cithin, sowie an sekundir alkoholléslichem Phosphor charakte- 
risiert, der méglicherweise zum Teile einer bisher nicht bestimmbaren 
Menge nicht identifizierter alkoholléslicher Phosphatide entsprechen 
dirfte. Der hohe Wert fiir Alkoholextrakt (38,7 g) 1aBt sich aber 
iiber diese supponierten Phosphatide hinaus durch Mitlésung 
nicht lipoidiger Substanzen im Alkohol erklaéren, unter denen 
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neben anorganischem Phosphor, Glycerinphosphorsiuren und eine 
Reihe relativ N-reicher phosphorhaltiger organischer Verbindungen 
in Betracht kommen. Die lokalen Vorginge, die sich bei Niemann- 
Pickscher Krankheit in der Milz abspielen, bestehen in diffuser 
Durchtrinkung der Reticulumzellen der Milz mit Lipoidfett- 
gemischen, unter denen das Lecithin und sonstige Phos- 
phatide nicht nur quantitativ, sondern auch dynamisch vor- 
herrschen. Die infiltrative Verfettung der Zellen fast 
simtlicher Zellgattungen der verschiedensten Organe ist es, die bei 
der in Rede stehenden schweren degenerativen Erkrankung in 
kurzer Zeit den Tod der von ihr betroffenen Saiuglinge und Kinder 
herbeifiihren muB, der ausnahmslos bereits vor erreichtem zweiten 
Lebensjahre eintritt. 
Unter den Gauchermilzen 

zeigt die durch Exstirpation gewonnene frisch getrocknete Milz des von 
Epstein und von Lieb untersuchten Falles (4) einer 35 jihrigen Frau bei 
normalem Werte der Atherlipoidfraktion (6,7 g) cin iiberaus auffilliges Uber- 


wiegen der alkoholléslichen Fraktion (34,95): Alkoholfraktion: Ather- 
fraktion=5:1. Summe der iither- und alkoholléslichen Substanzen be- 


triigt 41,65°/, (vgl. Tab. ID. 

In der iitherléslichen Lipoidfraktion ist der Phosphorwert niedrig (0,055 g) 
und entspricht einem Lecithingehalte von 1,46 g, der nahe dem Normal- 
wert liegt (vgl. Tabelle IVa). Der Neutralfett- und Cholesteringehalt sind 
zwar nicht bestimmt worden, sie kénnen aber nach dem niedrigen Gesamt- 
werte fiir die iitherlésliche Fraktion unméglich erhéht sein. 

Die alkohollésliche Lipoidfraktion enthilt 0,266°/, Gesamtphosphor. Es 
ist dies ein Phosphorwert, der in Relation zu dem Normalmilzwert (Gesamt- 
phosphor 0,17°/,) um etwas mehr als ein Drittel erhéht ist, in Relation zu den 
Niemann-Pickmilzwerte mit 1,22°/, aber nur */,, dessen betrigt, um das der 
Gesamtphosphorwert der Niemann-Pickmilz héher liegt, als derder Normalmilz 
(vgl. Tabelle III). 

Die alkohollésliche Fraktion enthailt dagegen von dem in 
Normalgeweben auBerhalb des Gehirnes und der Nervensubstanz 
nicht vorhandenem Cerebrosid Kerasin eine sehr betriachtliche 
Menge, bis 10 g. Das Kerasin gelang als stark quellbares Kolloid 
innerhalb der Gaucherzellen zur tropfigen Entmischung und 
wird — im Gegensatz zu dem Vorgange der allgemeinen 
phosphatidigen Zellimbibition bei Niemann-Pickscher 
Krankheit — ausschlieBlich von den histiocytiren Elementen 


der blutzellenbildenden Organe aktiv gespeichert. 


Die Einlagerungsmassen der Dura mater bei Schiiller- 
Christianscher Krankheit 


zeigen einen auBergewéhnlich hohen Wert fiir Abdunstungsriickstand der 
Atherlipoidfraktion (34,68 g) wiihrend die alkohollésliche Fraktion infolge 
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Verdriingung der nur alkoholléslichen durch die itherléslichen lipoidigen 
Substanzen einen abnorm niedrigen Wert aufweist (3,7 g) (vgl. Tabelle III). 

Die Einlagerungsmassen sind hier charakterisiert durch ein 
Uberwiegen des Gesamtcholesterins mit speziellem Vorherrschen 
der Cholesterinester: 

Cholesterin : Lecithin = 11:1 gegen 1:2 in Normalmilz und 
1:9 in Niemann-Pickmilz, 

Cholesterin : Cholesterinester bei Christians Syndrom = 1:4,75 
gegen 2:1 bei Normalmilz und 1:1 bei Niemann-Pickmilz (vgl. 
Tabelle IVb). 

Zusammenfassung. 

Die drei Haupttypen der allgemeinen Lipoidosen, die 
Niemann-Picksche, die Gauchersche und die Schiller- 
Christiansche Krankheit sind durch ganz bestimmte chemische 
Befunde gekennzuchnet, wobei der Begriff der ,,allgemeinen 
_ Lipoidosen“ méglichst weit gefaBt, alle jene Krankheitszustiinde 
mit umschlieBt, bei denen es zu ausgedehnten Kinlagerungen von 
Lipoiden in verschiedenen Organen oder zu Lipoideinlagerungen 
in Organe und Zellen gekommen ist, welche ein funktionell zu- 
sammengehoriges System bilden. 

Bei allen Lipoidosen bestehen die EKinlagerungssubstanzen 
aus komplexen Lipoidfettgemischen(Versé). Jeder Typus ist aber, 
was vielleicht nicht unzweckmiéBig in der Namengebung festzuhalten 
wire, durch das Vorwalten eines bestimmten Lipoides charakterisiert 
und zwar: 

1. Die phosphatidige Lipoidose vom Typus Niemann- 
Pick durch das aitherlésliche Lecithin und vermutlich iiber- 
dies durch bisher nicht differenzierte itherunlésliche, aber 
alkohollésliche Phosphatide. 

2. Die cerebrosidige Lipoidose (cerebrosidzellige Hepato- 
splenomegalie) vom Typus Gaucher durch das Cerebrosid Kerasin, 
in Kinzelfillen méglicherweise dazu noch durch ein verwandtes 
Cerebrosid. 

3. Die cholesterinige Lipoidose vom Typus Schiiller- 
Christian (Christians Syndrom der Amerikaner) durch das 
Cholesterin und seine Ester. Daran schlieBen sich noch 

4. die in die vorliegende Mitteilung nicht einbezogenen gelegent- 
lich mit Diabetes oder Icterus vergesellschafteten cholesterinigen 
Xanthomatosen an Haut, Schleimhiuten und inneren Organen. 

Die Chemie und physikalische Chemie der die einzelnen 
Krankheitstypen charakterisierenden Lipoide sind, insbesondere 
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in ihrer Auswirkung auf den kolloiddispersen Zustand 
der betreffenden Lipoidgemenge, fiir die Erscheinungsform und 
den Verlauf dieser Krankheitszustiinde von ausschlaggebender 
und wesentlicher Bedeutung und machen die streng begriff- 
liche Sonderung der drei Haupttypen der allgemeinen 
Lipoidosen, wie sie in obiger Kinteilung zum Ausdrucke kommt, 
im Sinne des Pickschen Einteilungsprinzipes zwangsliufig er- 
forderlich. 

Da also die chemische Natur der zur Kinlagerung gelangenden 
Lipoide fiir das Verstindnis und die Einteilung der einzelnen 
Typen der besprochenen Krankheitsgruppen richtunggebend ge- 
worden ist, so darf wohl zum Schlusse mit einiger Berechtigung 
darauf hingewiesen werden, daB es der Lipoidchemie vorbehalten 
geblieben war, in das Dunkel, das iiber die Pathologie der all- 
gemeinen Lipoidosen bis vor Kurzem gebreitet war, wenigstens 
einige Aufhellung gebracht zu haben, wenn auch sowohl zur Frage 
des Chemismus, als auch insbesonders zu der der Krankheitsent- 
stehung noch die gréBten Riatsel zu lésen iibriggeblieben sind. 
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Uber die aktive Gruppe der Leberkatalase. 
Von 
Karl Zeile und Harry Hellstrém. 
Mit 2 Figuren im Text und auf Tafel) I. 





(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1930.) 


Durch verschiedene in der letzten Zeit gemachte Beob- 
achtungen wurde die Aufmerksamkeit auf einen méglichen Zu- 
sammenhang zwischen der enzymatisch-katalatischen Reaktion und 
einem Porphyrin—Eisen-Komplex gelenkt. Die von Kuhn!) fest- 
gestellte Tatsache, daB Haimin katalatisch aktiv ist, und die ver- 
gleichenden Untersuchungen iiber die katalatische Fahigkeit anderer 
Hamintypen durch Euler und Mitarbeiter?) zeigten die prinzipielle 
Eignung des Porphyrin—Eisen-Systems zum Trager der Katalase- 
funktion. Auch lieBen Beobachtungen an Hefe*) tatsiichlich eine 
gewisse Parallelitit zwischen dem Gehalt an Cytochrom, das ja 
ein Porphyrin—Kisen-System darstellt, und katalatischer Aktivitit 
erkennen. Diese Tatsachen stehen im Kinklang mit der Auffassung, 
die man sich von der Katalasewirkung als Schwermetallfunktion 
auf Grund ihrer Blausiurehemmbarkeit macht. 

Nun ist allerdings die Wirksamkeit der reinsten Pferdekatalase 
z. B, etwa 10000 mal gréBer als die derselben Gewichtsmenge 
Hamins, und auch die héchsten*) bisher beobachteten Anfangs- 
aktivititen anderer Himine erreichen nie die GréBenordnung der 
enzymatischen Reaktionskonstanten. Ferner zeigt die Méglichkeit 
einer mehr oder weniger bedeutenden Aktivititssteigerung in Hefe 





1) Kuhn und Brann, Ber. chem. Ges. 59, 2870 (1926); Kuhn und 
W assermann, Ber. chem. Ges. 60, 1550 (1928); Kuhn und Brann, Diese Z. 
168, 27 (1927); Kuhn und Mitarbeiter, Ber. chem. Ges. 60, 1151 (1927). 
*) Sv. Kemisk Tidskr. Nr. 4, 8. 89 (1929); Euler und Nilsson, Ark. f. 
kemi, Min. och Geol. 10, Nr. 5 (1929). 
*) Euler, Fink und Hellstriém, Diese Z. 169, 10 (1927). 
*) Zeile, Diese Z. 189, 127 (1930) und zwar S. 146, 
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z. B. durch Erwiirmen oder durch Chloroformbehandlung — durch 
letztere Operation ist eine 60 fache Aktivititssteigerung beobachtet 
worden!) — daB in intakter Hefe mindestens keine einfache Be- 
ziehung zwischen der Menge des porphyringebundenen Eisens und 
der Aktivitit bestehen kann. 

Ks ist also auf Grund der bisherigen Erfahrungen nicht még- 
lich, bindende Schliisse zu ziehen, vielmehr schien es notwendig, 
zur Entscheidung der Frage, ob ein Porphyrin—Kisen-Komplex 
als wirksame Gruppe der katalatischen Reaktion zu betrachten 
sei, gereinigtes Enzym selbst auf die Anwesenheit eines solchen 
Komplexes hin zu untersuchen und zu priifen, ob eine propor- 
tionale Abhingigkeit der katalatischen Aktivitit von seiner Menge 
besteht. Da Porphyrin—Eisen-Komplexe im allgemeinen in Form 
von Himochromogen leicht der spektroskopischen Beobachtung 
bzw. der spektroskopischen Messung zugiinglich sind?), schien eine 
Lésung auf diesem Wege moglich. 

Als geeignetes Enzympriparat kam vor allem Pferdeleber- 
katalase in Betracht; sie ist von allen Katalasen am griindlichsten 
studiert und auf den héchsten Reinheitsgrad gebracht worden. 
So wurde zuniichst das bisher reinste Katalasepriparat, das von 
Euler und Josephson’) mit Kat. f= 43000 beschrieben wurde 
und von dem Herr Laborator Josephson den Rest als Trocken- 
priiparat freundlichst zur Verfiigung stellte, auf Himochromogen 
gepriift und zwar mit positivem Erfolg. *) 

Eine Lésung von 10,2 mg Trockenpriparat in 1 ccm etwa 
0,002/n-NaOH wurde mit 0,5 ccm Pyridin und etwas Hydrosulfit 
versetzt und spektrophotometrisch mit einem Hiaminstandard 
(7,68 mg Schalfejeffhiamin in 50 ccm einer Pyridin—Wasser- 
mischung 1:2 mit Hydrosulfitzusatz) verglichen. Das Hiimo- 
chromogenspektrum war mit dem aus Chlorhaimin erzeugten vdllig 
iibereinstimmend, die Hamochromogenmenge entsprach 0,06 mg 
Chlorhimin, das ist 0,6°/, der Trockensubstanz. 

Nun schlossen aber die seinerzeit zur Reinigung dieses Pri- 
parates angewandten Methoden keineswegs aus, daB das gefundene 
Hamochromogen nicht etwa aus Abbauprodukten des Himoglobins 
stammte, das ja in jedem Fall mit der Katalase aus der Leber 





1) Euler u. Blix, Diese Z. 105, 83 (1919); Euler u. Hellstrém, 
Diese Z. 190, 189 (1930). 

2) Euler, Fink u. Hellstrém, a. a. O. 

8) Liebigs Ann. 452, 158 (1927). 

*) Euler, Zeile u. Hellstrém, Svensk. Kem. Tidskr. 42, 74 (1930). 
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extrahiert wird. Um eine Vorstellung von diesen Verhiltnissen 
zu bekommen, wurde in einem Versuch, genau nach der von 
Euler und Josephson fiir das obenerwihnte Priparat  be- 
schriebenen Methodik, die Reinigung von Pferdeleberkatalase 
durchgefihrt. 


Es folgten also hintereinander 2 Extraktionen des Leberbreies mit je 
derselben Gewichtsmenge Wasser und EiweiBfillung mit dem halben Vo- 
lumen Alkohol; danach Adsorption an Aluminiumhydroxyd (nach Will- 
stitter und Racke bereitet)'), Elution mit 0,02 n-NH,, 2tigige Dialyse, 
Adsorption an Kaolin, Elution mit 0,02n-NH, und anschlieBende 4tigige 
Dialyse. Die Elution mit NH, aus dem Aluminiumhydroxyd gelang nicht 
bei der Verarbeitung des zweiten Leberextraktes, eine Erscheinung, die 
friiher schon gelegentlich beobachtet wurde.) Dieser Extrakt sei im folgenden 
nicht weiter beriicksichtigt. Der erste Extrakt zeigte nach der ersten Dialyse 
(20°/, Verlust) ein Kat. ~ von 18000; durch die darauffolgende Kaolinbehand- 
lung, die sowohl mit einem Kaolinpriparat vorgenommen wurde, das seiner- 
zeit bei den Arbeiten von Euler und Josephson zur Verwendung kam, 
als mit frisch bereiteten konnte eigentiimlicherweise keine Steigerung des 
Reinheitsgrades erzielt werden. Jedoch gelang eine weitere Reinigung des 
Dialysates mittels AlOH),. 170 cem desselben wurden mit 30 cem einer 
3°/,-igen Al(OH),-Aufschlimmung versetzt. Die Restlésung enthielt 48°/, 
der Aktivitiit, sie zeigte nach der Dialyse iiber 2 Tage, bei 10°/, Aktivitiits- 
verlust, ein Kat. f von 30000. 

Die Leberextrakte nach der Alkoholfillung erwiesen sich als stark 
himoglobinhaltig. Das Himoglobinspektrum konnte mit abnehmender In- 
tensitiit bis zur 2. Dialyse (nach der Kaolinbehandlung) verfolgt werden. 
Am Ende derselben, die in einem Fall mit 13°/,, in einem anderen mit 22°/, 
Aktivititsverlust durchgefiihrt wurde, war kein Himoglobinspektrum mehr 
zu erkennen. Dagegen waren die Membranen infolge Absorption des Blut- 
farbstoffs rot angefirbt. Nach Entfernung von Triibungen zeigten die Dialy- 
sate gelbliche Farbe, die sie auch bei weiteren Reinigungsversuchen be- 
hielten. Sie ergaben positive Hiimochromogenprobe, ihr Absorptionsspektrum, 
das nach einer Reinigung an Al(OH), gemessen wurde, ergab die auf S. 6 
aufgefiihrten Daten fiir das Spektrum einer Katalaselésung, die von Hiimo- 
globin frei ist. Wenngleich demnach die Méglichkeit einer Himoglobin- 
entfernung durch die angewandte Methodik besteht, so ist die Abtrennung 
keine systematische und zuverlissige; vor allem ist auch mit einem Abbau 
des Himoglobins zu rechnen, womit zum Teil das allmihliche Verschwinden 
des Oxyhiimoglobinspektrums wiihrend der Dialyse erkliirt werden kann. 


Sollte also, wie bei den beabsichtigten Untersuchungen ndotig, 
die Pferdeleber als Ausgangsmaterial fiir ein Enzympriparat dienen, 
das frei ist von Blutfarbstoffderivaten, die mit der Katalasefunktion 
nicht in Zusammenhang stehen, so mufte vor allem eine zu- 
verlissige Methode zur Entfernung des Himoglobins und zwar 


) Liebigs Ann. 425, 1 (1921). 
*) Z. B. Liebigs Ann, 452, 178 (1927), Reinigung des Extraktes IV. 
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moglichst am Anfang der Reinigungsoperation gefunden werden. 
Die Wahl eines anderen geeigneten Ausgangsmaterials, bei dem 
die Gefahr der Verunreinigung durch unwesentliche Eisen—Por- 
phyrinderivate nicht besteht, stéSt namlich ihrerseits auf groBe 
Schwierigkeiten; iiberall im Pflanzenreich sind solche Verbindungen 
verbreitet, iiberdies zeigen pflanzliche Extrakte erfahrungsgemiB 
meist starke Inaktivierungserscheinungen, die jeden quantitativen 
Wirksamkeitsvergleich erschweren. Da, wie weiter unten gezeigt 
wird, die Abtrennung des Himoglobins aus den Leberextrakten 
in befriedigender Weise méglich wurde, wurden die Versuche an 
Pferdeleberkatalase weitergefihrt. Ks sei hier nicht entschieden, 
ob der Reaktionsmechanismus aller katalatischen. Erscheinungen, 
die an pflanzlichen und tierischen Organen so ‘tiberaus hiufic 
beobachtet werden, derselbe ist. Die Pferdeleberkatalase scheint 
aber auf Grund ihrer starken Wirksamkeit und Aktivititskonstanz 
ein besonders typischer Vertreter unter den Katalasen zu sein, 
der wohl zunichst ein gewisses spezielles Interesse verdient. 


Abtrennung des Hamoglobins aus dem Leberextrakt. 


Von den bisher beschriebenen Methoden?) zur Abtrennung 
des Hiimoglobins von der Katalase geniigte keine véllig der 
Bedingung, daB die quantitative Himoglobinentfernung ohne 
Schiidigung der katalatischen Wirksamkeit méglich sei. Dies war 
aber eine notwendige Voraussetzung fiir die beabsichtigten Versuche. 

Bei der Beniitzung der von Tsuchihashi angegebenen Methode 
der Hiimoglobinentfernung in Chloroformemulsion wurde gefunden, 
daB verdiinnte Pferdeblutlésung ihr Himoglobin rasch und villig 
ausscheidet, wenn ihr vor der Chloroformbehandlung ein Raumteil 
Alkohol zugesetzt wird. Beim Zentrifugieren der Emulsion, die 
nur einige Sekunden geschiittelt zu werden braucht, scheidet sich 
das denaturierte Haimoglobin zwischen Chloroform- und wiaBriger 
Schicht ab; die farblose waBrige Schicht zeigt kein Himoglobin- 
spektrum mehr und gibt keine Himochromogenreaktion. Dieses 
Verhalten des Hiimoglobins ist unabhingig vom Grad der Ver- 
diinnung der Blutlésung und vom p,, in den untersuchten Grenzen 
von 4,5—9, doch scheint es, daB bei niedrigem p,, und in eiweib- 
reichen Lisungen die Ausfaillung besonders rasch erfolgt. 

Wird die eben beschriebene Operation an einem Leberextrakt 
(nach der Alkoholfallung) ausgefiihrt, dessen Alkoholgehalt auf 


1) Tsuchihashi, Biochem. Z. 140, 63 (1928), vgl. Hinweise dortselbst. 
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50°/, gebracht wurde, so tritt sehr rasch eine starke, braunlich 
gefirbte Eiweibfillung ein, die sich beim Zentrifugieren als fester 
Kuchen zwischen Chloroform- und wiBriger Schicht absetzt. Die 
wiBrige Schicht, die die gesamte Aktivitiét enthilt, ist aber in 
diesem Fall nicht, wie im Blindversuch mit Blutlésung, farblos, 
sondern gelblich gefirbt; sie zeigt zwar keine Spur von Himoglobin- 
spektrum, gibt aber mit Lauge, Pyridin und Hydrosulfit ein 
starkes Hamochromogenspektrum. Dies deutet schon auf die 
Gegenwart eines vom Hamoglobinvorkommen unabhingigen Por- 
phyrin—Eisen-Komplexes der Katalaselésung hin, was auch spiter 
bei der genaueren spektroskopischen Charakterisierung bestiitigt 
werden konnte. Die von Himoglobin befreite Lésung wird zweck- 
miBig durch etwas Tierkohle geklirt und alsbald durch Adsorption 
an Aluminiumhydroxyd weiter gereinigt. 


Bei einem ersten Leberextrakt, der nach mehrtigigem Stehen 
zunehmende Inaktivierung zeigte, wurde bei der Chloroform- 
behandlung auch ein Teil der katalatischen Aktivitaét mit aus- 
gefallt; nach dem Zentrifugieren kam die EKiweiBausflockung nicht 
zum Stillstand, die von zunehmender Inaktivierung begleitet war. 
Diese unerwiinschte Erscheinung konnte umgapngen werden, da- 
durch, daB die Ausflockung des Himoglobins nicht mit Chloro- 
form, sondern mit Ather vorgenommen wurde. Zwar bewirkte 
Ather nicht so rasch wie Chloroform eine EiweiBflockung, doch 
war nach 5 Minuten langem heftigem Schiitteln das gesamte 
Haimoglobin ausgefallt, was durch negative Himochromogenprobe 
in der Kalte nachgewiesen wurde. Die wiBrige Lésung enthielt 
die gesamte katalatische Aktivitat. Diese Himoglobinentfernung 
hat aber anscheinend einen gewissen Kiweifgehalt der Lésung 
zur Voraussetzung; in verdiinnten Blutlésungen z. B., wo durch 
Ather keine kriaftige KiweiB®flockung zu erzielen ist, ist die Ent- 
fernung des Himoglobins nicht vollstandig. Im ibrigen verhielt 
sich eine mit Ather von Himoglobin befreite Katalaselésung in 
jeder Beziehung wie eine mit Chloroform gereinigte. 


Spektroskopische Charakterisierung der himoglobinfreien 
Katalaselosung. 


Kine vom Himoglobin befreite Katalaselésung in 1°/, sekun- 
direm Phosphat mit der Reaktionskonstante 4 = 3150 zeigte in 


10 cm Schichtdicke folgendes Absorptionsspektrum: (Fig. la auf 
Tafel 1.) 
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a 650 cae 646—620 eee 610; II. 550—530 ere 520 Se or 510—490: 
— ee mmm — ee ’ 
629 540 500 
E.-Abs.: 463. 


Das Maximum der Ausléschung im 1. Bande liegt nicht 
symmetrisch zwischen 646 und 620, sondern blauwirts verschoben, 
etwa 629. 

Das Spektrum ist in seinem Habitus auBerordentlich Ahnlich 
einem alkalischen Himatinspektrum, unterscheidet sich aber von 
ihm durch eine durchgingige Verschiebung der Absorptionen um 
etwa 10 wu nach Rot. Zum Vergleich sind hier die Daten eines 
alkalischen Himatinspektrums wiedergegeben: 


I. 616 II. 534 III. 491 


An dem friher untersuchten Trockenpriparat mit Kat. / 
43000 wurde dasselbe Absorptionsspektrum beobachtet, das oben 
fiir die Katalaselésung angegeben ist. 

Ks sei hier hervorgehoben, daB sich das Absorptionsspektrum 
der reinen Katalaselésung schon verrit, ehe noch das Himoglobin 
aus dem Leberextrakt entfernt worden ist. Die Rotabsorption 
629, die nicht von den Absorptionen des Oxyhaimoglobins ver- 
deckt werden kann, ist in geniigend dicker Schicht in voller Deut- 
lichkeit zu erkennen. Die Intensitit des Oxyhiimoglobinspektrums 
ist jedoch sehr viel stirker als die des Spektrums der reinen 
Katalaselésung, so daB bei zunehmender Verdiinnung bzw. Ver- 
ringerung der Schichtdicke nur das reine Oxyhimoglobinspektrum 
sichtbar bleibt. Vgl. Fig. 1b auf Taf. I. 

Setzt man zu einer himoglobinfreien Katalaselésung etwas 
Natronlauge, Pyridin und Hydrosulfit, so tritt, wie bereits erwahnt, 
das Himochromogenspektrum auf, das sich nicht von einem aus 
Chlorhimin erzeugten unterscheidet. Auch mit Lauge allein er- 
hilt man bei Gegenwart eines Reduktionsmittels ein Hamo- 
chromogenspektrum; in diesem Fall fungiert also ausschlieBlich 
KiweiB als N-haltiger Himochromogenbildner. 


Der Nachweis des dem Haimochromogen zugrunde liegenden 
Phorphyrins gelang auf folgende Weise: 100 ccm der auf S. 14 be- 
schriebenen Katalaselésung mit Kat. f 18000 wurden auf dem 
Wasserbad unter Aufblasen eines trocknen Luftstromes bei 30° 
auf etwa 15 ccm ¢ingeengt. Zu dieser Lésung wurden 3 ccm 
Pyridin gegeben und soviel festes Kochsalz, daB sich das Pyridin 
in Form einer feinen Emulsion wieder abschied. Nach kriftigem 
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Schiitteln wurde die Emulsion in einem passenden Scheide- 
trichter zentrifugiert. Die klare Pyridinschicht war stark braun 
gefirbt, eine herausgenommene Probe gab mit Natriumhydro- 
sulfit starkes Himochromogenspektrum. Die kochsalzhaltige wib- 
rige Schicht war farblos, an der Grenzfliche der Schichten 
war ausgeflocktes EiweiB angesammelt. Nach vorsichtiger Tren- 
nung wurde die Pyridinlésung im Vakuumexsiccator zur Trockene 
verdampft und nach dem Auswaschen des Riickstandes mit 
Wasser wurde noch feucht mit Pyridin aufgenommen, wobei 
eine braungefairbte Lésung erhalten wurde (positive Himochro- 
mogenprobe), wahrend ein Teil des Farbstoffs zih in den Ki- 
weiBflocken zuriickgehalten wurde. Die Liésung wurde abermals 
zur Trockene verdampft, der Riickstand, der nur mehr Spuren 
von Trockensubstanz enthielt, wurde mit Eisessig und Hydrazin 
aufgenommen. Es trat ein schwaches Porphyrinspektrum auf, 
dessen spektroskopische Daten mit denen des Protoporphyrins 
iibereinstimmten: 


In Ather. 
I. 632,5; II. (605); Ill. 575,8 IV. 536,7; V. 501,9. 
E.-Abs.: 488. 


Auf Grund dieser spektroskopischen Daten kann es keinem 
Zweifel unterliegen, daB in himoglobinfreien Katalaselésungen ein 
Porphyrin—Eisen-Komplex vorhanden ist; sehr wahrscheinlich liegt 
ihm der Typus des natiirlichen Haimins oder eines Isomeren zu- 
grunde. 


Andererseits unterscheidet sich dieser Porphyrin—Kisen- 
Komplex in seiner urspriinglichen Form, also solange nicht z. B. 
durch Laugebehandlung, mit der stets eine Inaktivierung des 
Enzyms verbunden ist, der Zustand der Katalaselésung ver- 
andert ist, wesentlich von allen bisher beschriebenen Por- 
phyrin—Eisen-Komplexen und ihren Kiweifderivaten; nament- 
lich auch von freiem Hiamatin, mit dem am ehesten eine 
Identitét auf Grund des ahnlichen Absorptionsspektrums in Be- 
tracht zu ziehen ist. 


Versetzt man eine eiskalte gereinigte Katalaselésung in 1°/, 
sekundirem Phosphat mit eiskaltem Pyridin und etwas Natrium- 
hydrosulfit, so tritt zunachst kein Himochromogenspektrum auf; 
erst nach langerem Stehen, oder event. sehr vorsichtigem Erwirmen, 
kommt in der Regel allmahlich das Himochromogenspektrum zum 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCII. 12 
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Vorschein, das aber nicht die Intensitét eines Spektrums erreicht, 
das mit Laugezusatz hervorgerufen wurde. 

Versetzt man dagegen eine Himatinlésung (bereitet durch 
Auflésen von Chlorhimin in 0,2 n NaOH und Verdiinnen mit 
sekundirem Phosphat auf das 100 fache) wie oben mit Pyridin 
und Natriumhydrosulfit, so tritt das Hiamochromogenspektrum 
momentan in seiner vollen Starke auf. 

Dieses Verhalten der Katalaselésung deutet darauf hin, daf 
der Porphyrin—Eisen-Komplex in einer gebundenen Form vorliegt, in 
der er nicht die Hamochromogenreaktion eingehen kann. Durch Pyri- 
din wird diese Bindung allmahlich und unvollkommen gelést, durch 
Alkali sofort, wodurch die Himochromogenreaktion erméglicht wird. 

Es sei hier bemerkt, daB eine Katalaselésung bei Pyridin- 
zusatz bis 25°/, ihre Aktivitit nicht merklich andert, solange die 
Hamochromogenproben (ohne Alkalizusatz) negativ ausfallen. Dies 
war im allgemeinen waihrend mehrerer Minuten der Fall, wenn 
die Versuchstemperatur 0° war. In dem MaBe jedoch, als die 
entnommenen Hiamochromogenproben allmablich positiv und stirker 
wurden, was eben die Ablésung des F'e-Komplexes anzeigt, wurde 
zunehmende Inaktivierung beobachtet, so daB in der Regel nach 
1—2 Stunden die Priparate keine Wirkung mehr zeigten. 

Bei Zusatz von Hydrosulfit andert eine Katalaselésung ihr 
Absorptionsspektrum nicht, wahrend der Typus des Hamatin- 
spektrums in diesem Fall ein véllig anderer wird. Das Hamatin- 
spektrum ergibt nun folgende Daten: 

Streifen mit Nachschatten: 589 ... 578—567... 534. 
572 

Die Unverinderlichkeit des Spektrums der Katalaselisung 
bei Hydrosulfitzusatz ist auffallend. Nimmt man das komplex- 
gebundene Hisen in diesem Fall als 3 wertig an, so ist wohl zu 
vermuten, da8 es durch das Hydrosulfit nicht reduziert wird, denn 
erfahrungsgem4B aiuBert sich bei Porphyrineisenderivaten ein Wechsel 
in der Wertigkeit des Fe in einer durchgreifenden Anderung des 
Absorptionsspektrums. Gegen die Annahme des Hisens in 2 wertiger 
Form spricht die Tatsache, daB auch mit Ferrizyankali kein 
Spektralwechsel zu erzielen ist. 

Zyankali erzeugt in Katalaselésungen ein Absorptionsspektrum 
mit 2 Baindern im Griin, wahrend die Rotabsorption verschwindet: 


vgl. Fig. 1c. 


I. 598—580... II. 566—547. 
—_ VT 
589 557 
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Im Gegensatz dazu ist das Zyanhimatinspektrum durch eine 
einzige breite, verwaschene Absorption im Griin mit einem Maxi- 
mum bei etwa 553 wu charakterisiert. Vgl. Fig. 1d. 

Schwefelwasserstoff veriindert das Spektrum einer Katalase- 
lésung in folgendem Sinne: 

I. 640 II. 580 mit Nachschatten bis 540. 


Eine Hamatinlésung zeigt unter diesen Bedingungen nur eine 
sehr breite Absorption, die sich von Griin bis iiber das Blau des 
Spektrums erstreckt. 


Beziehungen zwischen porphyringebundenem Eisen 
und katalatischer Aktivitit. 


Im folgenden ist zu entscheiden, ob der in der himoglobin- 
freien Katalaselésung anwesende Porphyrin—Kisenkomplex, wie 
er oben auf spektroskopischem Wege charakerisiert wurde, fiir die 
katalatische Aktivitét verantwortlich zu machen ist, oder ob er 
als eine zufallige Begleitverbindung damit nicht in Zusammen- 
hang steht. 

Trifft der erste Fall zu, so muB eine proportionale Abhingig- 
keit der katalatischen Wirksamkeit von der Konzentration des 
porphyringebundenen Eisens zutage treten, oder anders ausgedriickt: 
das Verhaltnis von katalatischer Wirksamkeit der Enzymlisung 
zur Konzentration an porphyringebundenem Eisen muB eine Kon- 
stante darstellen. Im zweiten Fall ist zu erwarten, daB eine Ab- 
trennung des Porphyrin—Kisenkomplexes von der katalatischen 
Aktivitit méglich ist. Die Methoden, die fir eine solche beab- 
sichtige Trennung in Frage kommen, miissen natiirlich so schonend 
sein, daB sie die Aktivitat der Katalase nicht schidigen. Das 
ist von den in der Enzymchemie gebriuchlichen Adsorptions- 
verfabren ohne weiteres anzunehmen, um so mehr als Pferdeleber- 
katalase kein allzu hochempfindliches Enzym darstellt.') Anderseits 
boten gerade diese Absorptionsmethoden bei ihrer Vielgestaltigkeit 
Aussicht auf eine Trennung von Katalase und dem Porphyrin— 
Kisensystem, vorausgesetzt, daB es nicht selbst der Trager der 
Katalasefunktion ist. Die Katalaselésung wurde also mit ver- 
schiedenen Typen von Adsorptionsmitteln behandelt, nimlich Alu- 
miniumhydroxyd, kolloidalem Kisenhydroxyd, Kaolin, Zinkhydr- 
oxyd, Tierkohle; auch wurde sie durch Dialyse weitergereinigt, 
wonach jeweils die katalatische Wirksamkeit und der Gehalt an 





1) Vgl. z. B. titber Urease, Summer u. Myrbiick, diese Z. 189, 218 (1930). 
12° 








180 Karl Zeile und Harry Hellstrém, 


porphyringebundenem Eisen ermittelt wurden. Das Schwergewicht 
liegt bei diesen Versuchen nicht auf der Erzielung eines moglichst 
hohen absoluten Reinheitsgrades des Enzyms, obwohl auch zu 
Kontrollversuchen hochgereinigtes Enzym herangezogen wurde. 


Zur Methodik. 


Die Bestimmung der katalatischen Aktivitit geschah, wie 
iiblich, durch Titration des H,O,-Verbrauches gegen 0,02 n-Per- 
manganat. Die ReaktionsgefaBe (100 ccm) enthielten 1/150 n-Phos- 
phatpuffer vom p,, 6,8, 0,01 n-H,O, und waren eisgekiihlt. Die 
Enzymzugabe wurde so bemessen, daf der 10*fache Betrag der 
Reaktionskonstante fiir die niherungsweise monomolekulare Reak.- 
tion der H,O,-Zersetzung zwischen 200—400 fiel. Die Entnahme 
der Titrationsproben geschah nach 3, 6 und 9 Minuten. Im 
folgenden wurde es als zweckmiéBig gefunden, als MaB fiir kata- 
latische Wirksamkeit den Wert der Reaktionkonstante 4, der sich 
fiir die unverdiinnte Katalaselésung errechnet, zu benutzen. 

Die Bestimmung des Gehaltes an phorphyringebundenem Eisen 
geschah auf spektrophotometrischem Wege als Haimochromogen. 
Die Katalaselésungen wurden soweit verdiinnt, daB ihr &-Wert 
etwa 750 betrug. 20 ccm einer solchen Lésung wurden mit 1 ccm 
30°/, NaOH, 4 ccm Pyridin und etwas Hydrosulfit versetzt. Die 
photographische Aufnahme erfolgte unmittelbar danach bei Ver- 
wendung 3 verschiedener Schichtdicken (10, 7,95 u.6,3 cm). Auf die 
Platte einer Versuchsreihe wurde jeweils ein Himochromogenstandard 
aufgenommen, der aus Schalfejeffhimin erzeugt wurde. 22,7 mg Hi- 
min wurden in 10 ccm 0,2-n-NaOH gelést und mit 1°/, sekundirem 
Phosphat zum Liter verdiinnt. Diese Lésung wurde 6fach mit 
Phosphat verdiinnt und das Himochromogenspektrum in ibr unter 
den bei den Katalaselésungen angewandten Bedingungen erzeugt. 
In zwei Fillen (Prap. IJ A, und IA,) wurde die Katalaselésung 
sowie der Hamochromogenstandard in der 3fachen Konzentration 
verwendet. Die erhaltenen Werte zeigten von den iibrigen keine 
Abweichung. Zur Kontrolle, ob tatsichlich durch die Natron- 
lauge, deren Konzentration in den zur Messung verwendeten 
Lésungen 1,2°/, betragt, zur Ablésung des Porphyrin—Kisenkom- 
plexes ausreicht, wurden von den Priiparaten II A, undI A, Trocken- 
priparate hergestellt, die mit 10°/,iger Lauge aufgenommen wurden. 
Die Messung erfolgte nach dem Verdiinnen auf die iiblichen Stan- 
dardbedingungen. Die Werte, die aus IIA, sowohl fir die 
Lésung als auch das Trockenpriiparat gefunden wurden, stimmten 
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villig iiberein. Das Trockenpriparat von I A, ergab jedoch einen 
zu niedrigen Wert, was die Méglichkeit einer Schidigung bei der 
Behandlung anzeigt. Deswegen wurde in der Folge die Uber- 
fihrung in Haimochromogen stets in der Lisung vorgenommen. 

Als MaB fir die in einer Katalaselésung anwesende Menge 
an porphyringebundenem Eisen wurde die Anzahl Milligramm 
Porphyrin-Fe, die sich im Liter der Lisung befinden gewihlt, und 
mit [Fep] bezeichnet. Das Verhaltnis zwischen katalatischer Wirk- 
samkeit und Porphyrineisengehalt driickt sich also in dem Bruch 

k 

mitteln lassen, ist unter Zugrundelegung eines Mittelwertes fiir 


[Pep] = 0,5 fiir 


aus. Da sich & und [Fep] mit etwa 5°/, Genauigkeit er- 


ao mit einem Fehler von 10°/, zu rechnen. 
P 


Trennungsversuche. 


1200 ccm eines zweiten Leberextraktes mit k = 2100, der 
durch Alkoholfaillung vorgereinigt war, wurden nach Zusatz von 
300 cem Alkohol auf die oben beschriebene Weise durch Schiitteln 
mit 300 ccm Chloroform von Himoglobin befreit. Nach dem Zentri- 
fugieren resultierten 1510 ccm Katalaselésung (II C) mit k = 1625. 
Die Lésung enthielt also, abgesehen von unbedeutenden Spuren, 
die sich in der Eiweiffaillung festgesetzt hatten, die gesamte ur- 
spriingliche katalatische Aktivitat; der Reinheitsgrad entsprach 
einem Kat. f = 3200. Um etwaigen Inaktivierungen durch nach- 
trigliche KiweiBflockung vorzubeugen, wurde die Hauptmenge der 
Lésung (1200 ccm) sofort der Adsorption an 8 g Aluminiumhydr- 
oxyd unterworfen. Das Adsorbat wurde auf der Zentrifuge griind- 
lich mit Wasser ausgewaschen und dann 3 mal mit je 150 ccm 
1°/,iger sekundarer Phosphatlésung eluiert, wobei jedesmal }/, Stunde 
auf der Maschine geschiittelt wurde. Die klaren, braungefirbten 
Elutionen wurden vereinigt, das Gesamtvolumen der Lésung II A, 
betrug 450 com mit & = 3150. Ausbeute 73°/. Die spektro- 
photometrische Himochromogenbestimmung ergab fiir [Fep] einen 
Wert von 1,280 mg porphyringebundenes Eisen im Liter. Der- 
selbe Wert (1,280) wurde aus einem Trockenpriparat erhalten. 


Daraus errechnet sich “ie zu 2460. 


Von dieser Lésung wurden 150 ccm nach dem Verdiinnen 
auf das Doppelte abermals mit 50 ccm 3°/,iger Aluminiumhydr- 
oxydsuspension versetzt, wodurch weitere 24°/, absorbiert wurden. 
hk dieser Restlésung (II A,), deren Volumen nun 330 ccm betrug, 
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ergab einen 4-Wert von 1025; fiir [Fep)] wurden 0,411 mg/Liter ge. 


funden; daraus = = 2500. 
[Fer ] 


305 ccm dieser Lésung wurden einer 2tigigen Dialyse unter- 
worfen, die mit 18°/, Aktivititsverlust verlief. Nach der Dialyse 


betrug das Volumen der Lisung 330 ccm mit k= 780. Kat. f 


dieses Praparates (II D,) wurde zu 33000 bestimmt. Es war 
also durch Anwendung der Chloroformfallung, Aluminiumhydroxyd- 
Adsorption und Dialyse ein starker Reinigungseffekt erzielt worden. 
Von diesem Dialysat wurden 300 ccm wiederum an 1,3 g 
Aluminiumhydroxyd adsorbiert. Die Elution erfolgte mit 60 ccm 
sekundirem Phosphat in drei Portionen. Das Eluat (II A.) 


: a k 
besaB ein k = 2750; [Fep] = 1,070; daraus Fe] = 2570. 


Adsorption an kolloidales Kisenhydroxyd. — 200 ccm 
der obenerwihnten Lésung II C mit A = 1625 wurden unmittel- 
bar nach der Chloroformfallung mit 40 ccm einer 10°/,igen 
Lésung von Ferrum oxydatum dialysatum (Merck) versetzt. Die 
Ausfallung wurde abzentrifugiert und mit Wasser gewaschen. 
Restlésung und Waschwasser waren farblos und inaktiv. Das 
Adsorbat wurde mit 150 ccm 1,3°/,iger Phosphatlésung in 
2 Portionen behandelt, die 63°/, der Aktivitét eluierte. 2 der 


Elution (II Fe) war 2650; [Fep] = 1,021; ea = 2600. 
Adsorption an Zinkhydroxyd. — Zinkhydroxyd erwies sich 
als ein schlechtes Adsorbens fiir Katalase. Trotzdem in einem 
Versuch mit 100 ccm der Lésung II C an Zinkhydroxyd (25 ccm 
3°/,ige Aufschlimmung) keine merklichen Mengen des Enzyms 


adsorbiert wurden, wurde der [Fep] = Wert der Restlésung be- 


stimmt. Er ergab: 0,507; & war 1300; daraus Fey = 2560. 


Weiter unten ist das Priparat 1 D mit & = 1000 und Kat. 


= 18000 beschrieben. Zu 100 ccm einer solchen Lésung wurden 
20 ccm 3°/,ige Zinkhydroxyd-Aufschlimmung gesetzt, die diesmal 
17,5°/, der Aktivitét adsorbierte. Das & der Restlésung (I Z) be- 


trug 690, [Fep] war 0,275, — = 2510. 

Adsorption an Kaolin. — Dieselbe Liésung (I D), die zu 
der eben beschriebenen Zinkhydroxyd-Adsorption diente, wurde 
auch einer Kaolinadsorption unterworfen. Nach Zugabe von etwas 
Essigsiiure (p,, = 4,8) wurden 90°/, der gesamten Aktivitait aus 
100 cem Lisung an 5g Kaolin adsorbiert. Die Elution erfolgte 
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mit 50 ccm Posphatlésung. Eine geringe Triibung wurde mit 
etwas Tonerdehydrat entfernt. Die Katalasewirkung der Elution 
I K entsprach einem & = 900; [Fep] wurde zu 0,364 bestimmt; 
k 

Fer] = 2470. 

Adsorption an Tierkohle. — 100 ccm der Phosphatelution 
aus Aluminiumhydroxyd (II A,) mit 4 = 3150 wurden mit 3 g 
Tierkohle (Kahlbaum) geschiittelt. Nach dem Filtrieren wurde 
nochmals mit 1,5 g Tierkohle behandelt. Durch diese Behand- 
lung wurden 47°/, der Aktivitét adsorbiert; 4 der Lésung wurde 
zu 1660 bestimmt, [Fep] zu 0,723. Doch zeigte sich auf der 
photographischen Platte deutlich, durch Aufhellung des ganzen 
Spektrums, daB in der Lésung eine feine Triibung vorhanden 


war; deswegen wurde hier der Wert abweichend von den 


k 
wert Ter] 
bisherigen mit 2300 etwas niedriger gefunden. Der Versuch 
wurde mit 30 ccm Liésung und 2 g Tierkohle wiederholt und gab 


jetat bei = 1015 und [Fer] = 0,396 fir 7 = 2560 in Uber- 


einstimmung mit den oben gefundenen Werten. 

Im Gegensatz zu dem bisher beschriebenen zweiten Leber- 
extrakt neigte der erste Extrakt derselben Leber zur Inaktivierung. 
Nach 5taigigem Stehen im Kihlschrank war die Aktivitat des 
mit Alkoholfallung vorgereinigten Extraktes von 4400 auf 3460, 
also auf 79°/, gesunken. Um weiteren Inaktivierungen vor- 
zubeugen, wurde die Entfernung des Himoglobins in 300 ccm des 
Extraktes, wie oben erwahnt, auf etwas schonendere Weise in 
iitherischer Elution vorgenommen. 

Die Katalase wurde alsbald an 3 g Aluminiumhydroxyd ad- 
sorbiert und darauf mit 400 ccm sekundirem Phosphat in drei 
Portionen eluiert. Es wurden 78°/, der Aktivitit wiedererhalten; 


k der Elution (I A,) betrug 450; [Fep] = 0,923; in Uber- 


einstimmung mit friiheren Werten 2440. 

Bei der darauffolgenden Dialyse trat eine Aktivitits- 
verminderung auf 55°/, ein. & der Loésung (I D), deren Vo- 
lumen von 330 auf 400 ccm angewachsen war, betrug 1000. 
Gleicherweise war auch der Wert fiir [Fep] um etwa 55°/, auf 


k 
0,383 gesunken, so dab [Fer]? 


Das aus der Katalaselésung verschwundene porphyringebundene 
Kisen fand sich in der mit Phosphatlésung ausgewaschenen Dialysier- 





k 
[Fer] 


wie vor der Dialyse, 2620 betrug. 








184 Karl Zeile und Harry Hellstrém, 


membran wieder, die nach Lauge—Pyridinbehandlung ein deutliches 
Himochromogenspektrum zeigte. Kbenso war die Membran stark 
katalatisch aktiv, was qualitativ nachgewiesen wurde, durch Kin- 
tragen von Membranstiickchen in 10°/, H,O,-Lésung, wobei heftige 
O,-Entwicklung auftrat. Derselbe, etwas schwichere Effekt wurde 
an einer Membran beobachtet, in der eine Dialyse mit 18°/, Ak- 
tivititsverlust durchgefiihrt wurde. Die sogenannten Inaktivierungs. 
erscheinungen, die bei Katalasedialysen namentlich auch von 
Hennichs’) beobachtet wurden, diirften sich also nur in einer 
Adsorption an die Membran erkliren lassen. Die EKinhaltung 
einer niedrigen Temperatur bei der Dialyse, die natiirlich jeden- 
falls geboten ist, erscheint aber kein sicher wirkendes Mittel zu 
ihrer Verminderung zu sein. Das Dialysat, das ein Kat. f von 
18000 zeigte, wurde einer Adsorption an Zinkhydroxyd unter- 


worfen, die bereits auf S. 182 beschrieben ist und nach der Fes] 


zu 2510 gefunden wurde. Dort ist auch eine Adsorption an 
Kaolin beschrieben, die mit dem Dialysat vorgenommen wurde, 
und die fiir easy einen Wert 2470 ergab. 

Nach weiterem 10tigigem Stehen zeigte der erste Leber- 
extrakt abermals eine Inaktivierung; die Aktivitét war nun auf 
57°/, der urspriinglichen gesunken. Nach Entfernung des Himo- 
globins aus 150 ccm Extrakt in Atheremulsion wurde an 2 g 
Aluminiumhydroxyd adsorbiert und mit insgesamt 100 ccm Phos- 
phat eluiert. 

k dieser Elution ([A,) betrug 750, [Fep] 0,304; daraus 

k 
a 2440. 

Nach 8 woéchentigem Stehen wurde auch an dem zweiten 
wiBrig-alkoholischen Leberextrakt eine Inaktivierung auf 72°/, 
beobachtet. Mit Chloroform wurde das Himoglobin entfernt und 
mit 3g Al(OH), die Katalase aus 220 ccm Lésung absorbiert. 
Die Elution erfolgte mit 75 ccm sekundirem Phosphat. & der 


Elution (II A,) betrug 1175, [Fep] = 0,449; daraus Rec = 2620. 


Die nachstehende Tab.1 gibt die Versuchsergebnisse wieder, die 
auch in Fig.2 veranschaulicht sind. Die Angaben itiber Reinigung 
in der zweiten Kolonne beziehen sich auf die Behandlung nach 
der Chloroform- bzw. Atherfallung fiir Extrakt II und I. 





1) Biochem. Z. 145, 286 (1924). 
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Tabelle 1. 
nee Tew: k 
Priiparat Reinigung k [Fer } TFer]) 
II A, Al(OH),-Ads. 3150 1,280 2460 
II A, 2 x Al(OH),-Ads. 1025 0,411 2500 
IIA, 2 x Al(OH),-Ads. + Dial. 2750 1,070 2570 
ILA, Al(OH),-Ads. 1175 0,449 2620 
II Fe Fe(OH),-Ads. 2650 1,021 2600 
11Z Zn(OH),-Ads. 1300 0,507 2560 
ILK, Tierkohle-Ads. 1660 0,723 (2300) 
II K, Tierkohle-Ads. 1015 0,396 2560 
IA, Al(OH),-Ads. 2250 0,923 2440 
IA, Al(OH),-Ads. 750 0,304 2460 
ID Al(OH),-Ads. + Dial. 1000 0,383 2620 
IZ Aus ID Zn(OH),-Ads. 690 0,275 2510 
IK Aus ID Kaolin-Ads. 900 0,364 2470 
' . k 
Mittel fiir vai” 2500. 


Das seinerzeit untersuchte Priparat mit Kat. f = 43000 
ergab einen um 40°/, niedrigeren Wert fiir den Gehalt an Por- 
phyrin-gebundenem Eisen als es dem hier gefundenen Durch- 
schnittswert entspricht. Das kann seine Ursache, abgesehen von 
méglichen individuellen Schwankungen, darin haben, dab beim 
Auflésen in der Absicht, méglichst schonend zu verfahren, nur 
sehr schwache (0,002 n)-Natronlauge verwendet wurde, die vielleicht 
die Ablésung des Porphyrinkomplexes nicht vdllig bewirkte. 

Der Gesamteisengehalt, der an 2 Priparaten ermittelt wurde, 
wurde von der ungefaibren GréBe der von Euler und Josephson 
mitgeteilten Daten gefunden. Priparat I D (Kat. f= 18000) ergab 
einen Gesamt-Fe-Gehalt von 0,31°/,. In Praparat I1A,, das 
durch Elution eines Tonerdeadsorbates von Priparat D, mit 
Kat. f= 80000 erhalten wurde, wurde das Kisen direkt in 
der eingedampften Phosphatelution bestimmt. Bezogen auf ein 
Kat. f = 30000 besaB dieses Praparat einen Gesamt-Fe-Gehalt 
von 0,26°/, in der Trockensubstanz (2 ccm Phosphatelution, ge- 
funden 9,4 y Fe). Parallel wurde eine Blindprobe ausgefihrt; 
es wurde reines Al(OH,) mit reiner Phosphatlésung behandelt 
und in der Phosphatlésung der Eisengehalt bestimmt. 10 ccm 
der Lésung enthielten 9,8 y Fe. Setzt man diesen Blindwert bei 
Priparat ILA, in Rechnung, so resultiert ein Eisengehalt von 
0,20°/,. Der Versuch zeigt deutlich, wie groB die Gefahr der 
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Kiseneinschleppung ist, wenn mit gewdhnlichen Reagenzien ge- 
arbeitet wird und daB infolgedessen den Kisenanalysen kein zu 
groBes Gewicht beigelegt werden kann. Trotzdem 14Bt sich sagen, 
daB der Gesamteisengehalt in der GréSenordnnng des Porphyrin. 
eisengehaltes liegt; fiir das Praparat II A, z. B., das einen Ge- 
samteisengehalt von 0,20°/, aufweist, betrigt der Wert fiir por- 
phyringebundenes Eisen 0,06 °/,. 

Schon von Euler und Josephson wurde festgestellt, dab 
keine erkennbare Beziehung zwischen dem Gesamteisengehalt 
und der Aktivitit besteht, dagegen wurde in den Absorptions- 
versuchen unabhaingig vom Reinheitsgrad eine strenge Propor- 
tionalitit zwischen der katalatischen Wirksamkeit und der Kon- 
zentration des porphyringebundenen Lisens festgestellt (vgl. Tab. 1 
und Fig. 2). Damit ist die GesetzmiBigkeit erfillt, die bestehen 
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Fig. 2. Vergleich der Reaktionskonstanten mit dem Gehalt an porphyringebundenem Eisen. 





muB, wenn das Porphyrin Fe-Komplex als Trager der Katalase- 
funktion angesprochen werden soll. Wollte man sich diese Pro- 
portionalitat dadurch erkliren, dab zwar das Porphyrineisen mit 
der Katalasefunktion nicht in Zusammenhang stehe, wohl aber 
in einer Form vorliege, in der es zufaillig genau dieselben Ab- 
sorptionseigenschaften habe wie das Enzym, so widerspricht dieser 
Auffassung das Versuchsergebnis an inaktiviertem Material. Ware 
die Katalasefunktion unabhingig vom Porphyrineisen, so wiirde 


sich eine Inaktivierung in dem Quotienten Fe) nur durch eine 
P 


Verkleinerung des Zahlers ausdriicken, d.h. der Wert des Bruches 
miiBte nach der Inaktivierung kleiner ausfallen und unter der 
gemachten Voraussetzung gleicher Adsorptionseigenschaften von 
Enzym und Porphyrineisen diesen verminderten Wert bei allen 
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weiteren Reinigungsversuchen beibehalten. So wire fiir die Prii- 
parate IA,, IA,, ITA, die aus Extrakten mit 79, 57 und 72°), 


der urspriinglichen Aktivitit hergestellt wurden Fen - Werte in 
Hohe von 2000, 1400 und 1800 zu erwarten. Das ist aber nicht 


der Fall. Bereits nach einer Al(OH),-Absorption des geschiidigten 


Enzyms hat sich der Wert Fey 
die auch von nicht inaktivierten Priparaten erhalten wurde. Es 
mu8 also bei der Inaktivierung ein Teil des porphyringebundenen 
Eisens zerstért, bzw. in einen Zustand iibergefiihrt worden sein, 
in dem es durch Adsorption selektiv abtrennbar geworden ist, 
daB dieser relative Anteil jeweils genau dem Grad der Inakti- 
vierung entspricht, was eben in der Konstanz der Werte fiir 
k 
[Fer] 
katalatische Aktivitét unlisbar mit dem porphyringebundenen 
Eisen verknipft ist. 


jeweils auf die Hohe eingestellt, 


zum Ausdruck kommt, ist nur so zu erkliren, daB die 


[Fer] 
k 
mit dem fiir Katalase, so findet man, da das in der Katalase- 
bindung vorliegende Eisen etwa 10 Millionen mal stirker aktiv ist 
als das gewohnlich porphyringebundene Eisen. Das zeigt deutlich, 
daB der Porphyrineisenkomplex in der Katalase auf ganz spezi- 
fische Weise an das Kiwei8 oder einen anderen kolloiden Traiger 
gebunden sein muB, welche Bindung ihm erst diese auBerordentliche 
Steigerung der Wirkung verleiht. Man kann nicht etwa nur den 
kolloid-chemischen Zustand einer Katalaselésung fiir ihre starke 
Wirksamkeit verantwortlich machen, denn freies Himatin erhéht 
nicht die Wirkung einer Katalaselisung und zeigt in ihr dieselben 

Absorptionsspektren wie in gewéhnlicher waBriger Liésung. 





Vergleicht man den Wert , wie er sich fiir Himin errechnet 


Hemmungserscheinungen. 


Mit der Erkenntnis, da8 das porphyringebundene Eisen eine 
zentrale Stellung in der enzymatisch-katalatischen Reaktion ein- 
nimmt, lassen sich auch genauere Vorstellungen iiber die Blau- 
siurehemmbarkeit dieses Prozesses gewinnen. 

Ks wurde gefunden, daB eine Katalaselésung, die in bezug 
auf Fe, 1,5-10—5 molar war, das nahezu vollstindige Absorptions- 
spektrum der Blausdureverbindung zeigt, wenn eben 1 Mol HCN 
der Liésung zugesetzt ist, das zeigt, daB Blausiure offenbar eine 
starke Affinitét zum Porphyrineisenkomplex besitzt. Andererseits 
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ist aber bekannt, daB die Hemmung durch Blausiure in Katalase- 
lésung beim Verdiinnen abnimmt. Will man also die Hemmungs- 
erscheinung der katalatischen Reaktion durch Bildung einer in- 
aktiven Verbindung zwischen 1 Mol HCN und 1 Mol porphyrin- 
gebundenen Hisen erkliren, so mu8 diese Verbindung in Lésung 
bei Verdiinnung dissoziieren. Dies ist tatsichlich spektroskopisch zu 
beobachten und zwar in einem Grade, wie es das Gleichgewicht, 
das sich aus reaktionskinetischen Daten errechnen liBt, erfordert. 

Nach Euler und Josephson!) verliuft die Blausiurehemmung 
unabhiingig von der H,O,-Konzentration. Das wiirde nach 
Michaelis bedeuten, dab nur die Zerfallsgeschwindigkeit der Kata- 
lase—H,O,-Verbindung’) gehemmt wird, ohne daB eine Affinitat des 
Hemmungskoérpers zum Enzym bestebht. Diese Auffassung erklart 
nicht den spektroskopischen Befund. Folgt man aber weiterhin den 
von Euler entwickelten Vorstellungen iiber die Spezifitat von Hem- 
mungserscheinungen, so wird man auch fiir die katalatische Reaktion 
die Bindung des Substrates und des Hemmungskérpers an zwei ver- 
schiedenen Stellen des Enzymmolekiils annehmen; man kann m.a. W. 
das Gleichgewicht zwischen Hemmungskérper und Enzym unab- 
hingig von der Reaktion zwischen Enzym und Substrat betrachter. 
Unter der Voraussetzung der Giiltigkeit des Massenwirkungsgesetzes 
errechnet sich die Dissoziationskonstante fiir die Enzym—HCN-Ver- 
bindung fir den Fall eines groBen Uberschusses an Blausiiure 
in bezug auf das Enzym nach der Gleichung 

_ a+(HCN) 
ho (l= a) 

Hier bedeutet « den Dissoziationsgrad der Enzym—HCN-Ver- 
bindung der durch k,:k, wiedergegeben wird, wobei k, und &, 
die Reaktionskonstanten ohne und mit Zusatz des Hemmungs- 
kérpers bedeuten. Die von anderen Autoren gemessenen Werte 
fiir die Blausiiurehemmung, sowie die durch eigene Versuche 
erhaltenen folgen dieser Formel recht gut, sofern nicht die Blau- 
siiurekonzentration zu niedrig gehalten ist. In diesem Fall tritt, 
wie durch Rona, Fiegel und Nakahara’) beobachtet, die Zer- 
stérung der Blausiiure durch H,O, gleich vom Reaktionsbeginn 
an in Erscheinung, wodurch rasch steigende 4-Werte erhalten 
werden, die nur mit Unsicherheit bis zum Anfangswert extra- 
poliert werden kénnen (vgl. Tab. 3). Deshalb wurde in den 
nachstehend in Tabb.2 und 4 zusammengestellten Versuchen die 





1) Liebigs Ann. 455, 1 (1927). 
2) Biochem. Z. 160, 272 (1925). 
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HCN-Konzentration ziemlich hoch gewihlt, was auch die An- 
wendung relativ hoher Enzymkonzentrationen notwendig machte, 
doch wurde auf diese Weise eine befriedigende Konstanz der 
k-Werte fiir den Reaktionsbeginn erreicht. 





























Tabelle 2. 

m-HCN ky + 104 k, + 104 K,+ 10? 
1,5° 1073 105000 62 8,85 
1,5+1073 210000 120 8,58 
1,5-+107° 420000 253 9,04 
1,5 +107! 10500 59 8,47 
1,5-10~* 21000 106 7,62 
1,5-10~* 42000 250 8,98 
1,5 +1075 5250 60 8,67 
7,5-107° 10500 115 8,32 
7,5- 1075 21000 248 8,96 

3+1075 2100 63 9,25 

3-107° 4200 112 8,23 

83-1075 8400 240 8,83 

Mittel fiir A,: 8,6-1077 


Die Blausiiure wurde in Form von KCN zugesetzt; bei py=6,8 ist [KCN] 
praktisch gleich [HCN] zu setzen. H,O, ~ n/100. 






































Tabelle 3. 
1,5+10-2| 1,5-10-*| 8-10-5 | 1,5-1075] 6-10-* | 3-107% 
m+HCN ~ | ~ _ + Ded ~ - ~ . si - a. ” . | 
Min. | 2% | = tee | & feS| = ies! 3 ies = 1 esi = 
S| oem © weet fom! bom | Chom * 
ae oe ne ee ee ee eee ee 
1,25 | 9,30 9,32 9,30 9,25 9,20 | 9,08 | 
262 259 243 262 | 380 | 525 
4,25 | 7,76 7,80 7,86 7,72 32 | 6,32. 
254 246 230 275 402 834 
7,25 | 6,50 6,58 6,72 6,40 5,5 | 8.55 
248] ” | 247 247 e721 °* | 446 1101 
10,25 | 5,52 5,54 | 5,66 5,30 | 4,08 | 1,65 





Beispiel fiir den Gang der k,-Werte bei verschiedenen HCN-Konzentrationen. 


Bei Konzentrationen von 1,5-10~° abwirts wurden steigende k,-Werte 
beobachtet; dieses Konzentrationsgebiet wurde nicht fiir die Berechnung 
von K, verwendet. Da die k,-Werte im Bereich von 1,5-10~* bis 1,5-107° 
keinen ausgesprochenen Gang zeigten, wurde in Tabb. 2 und 4 fiir k,-10* 
jeweils das Mittel der Werte zwischen 1,25 Minuten und 10,25 Minuten 
genommen. 
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Tab. 4 gibt die K,-Werte fir ein zweites Priparat (II A,) 
wieder, die mit denen des ersten Priparates iibereinstimmen. 



































Tabelle 4. 
m+-HCN k, + 10* k, + 104 K,,* 107 
1,5+107° 215000 115 8,04 
1,5+107° 430000 250 8,75 
1,5-107! 21500 118 8,30 
1,5-107' 43 000 238 8,35 
8-10-5 4300 106 7,60 
8-107-° 8600 240 8,64 
K, im Mittel: 8,3.1077 
Tabelle 5. 
ie HCN Rel. ky h 
— 100 — 
2-10°° 32 9,4°10°7 
4-108 21 10,6 + 10-7 
1-1075 10 11,1. 1077 
5-105 2 10,2 +107? 








Tab. 5 enthilt die Werte fir K,, die sich aus der bei Euler 
und Josephson?) wiedergegebenen Tabelle errechnen. 




















Tabelle 6. 
m+HCN ky k, K, 
5+ 107° 0,1460 0,0283 12,0+ 10-7 
25 +107° 0,1360 0,0404 10,6 +1077 
1,25-107° 0,1270 0,0596 11,0-10~7 
6,1 +1077 0,1245 0,0754 9,4 +10—7 


Tab. 6 enthalt die K,-Werte fiir die von Wieland?) ge- 
fundenen HCN-Hemmungen. 

Die Dissoziationskonstanten X,, fiir die Katalase~HCN-Ver- 
bindung stimmen also fiir ganz verschieden dargestellte Katalase- 
priparate weitgehend iiberein. 





1) Liebigs Ann. 455, 7 (1927). 
*) Liebigs Ann. 445, 193 (1925). 
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Aus der Dissoziationskonstante ist riickwirts fiir jede Blau- 
siurekonzentration und Enzymkonzentration der jeweilige Dis- 
soziationsgrad, bzw. der Hemmungsgrad zu errechnen. Wenn nun 
wie in der oben erwihnten Katalaselésung 1 Mol HCN auf | Atom 


Porphyrineisen trifft, so gilt nach dem Massenwirkungsgesetz die 
2 


(1 — @) Om 
dem je 1 Mol der Komponenten gelést ist. Setzt man fir X, 
den Wert 8,5-10~7 und fiir v, =0,66-10° ein, so errechnet 
sich @ zu 0,21, es sind etwa '/, freie Porphyrineisenverbindung 
und */, als Blausiureverbindung vorhanden. Die spektroskopische 
Beobachtung stimmt damit iiberein. Weiterhin errechnet sich aus 
obiger Gleichung, daB bei v, = 0,6-10%, also etwa 10facher Ver- 
diinnung der Lésung, die Blausiureverbindung zu 50°/, dissoziiert 
ist. Tatsiichlich wurde bei dieser Verdiinnung das Doppelspektrum 
des freien und blausiuregebundenen Porphyrineisenkomplexes 
beobachtet. Die Beobachtung bei dieser Verdiinnung erforderte 
die Anwendung einer sehr langen Kiivette. Diese fabte bei etwa 
1,50 m Lange etwa 50 ccm Lésung. Die Temperatur der Lisung 
wurde mdglichst nahe am 0° gehalten bei p,, = 6,8. Selbst- 
verstandlich ist diese spektroskopische Beobachtung nur eine grobe 
Schitzungsmethode, sie gestattet aber ohne weiteres die Uber- 
priifung der Gréfenverhiltnisse der Dissoziationskonstante. 

Was die Reversibilitit der Blausiurehemmung anbelangt, 
die stets beobachtet wurde, so wurde festgestellt, daB beim Durch- 
leiten von Luft durch eine HCN-haltige Katalaselésung bei p,, = 7 
allmahlich das urspriingliche Spektrum der reinen Katalaselésung 
vollig regeneriert wird. Die Aktivitit wurde vor und nach dieser 
Behandlung als dieselbe gefunden. Ahnliche Verhiltnisse wie fiir die 
Blausiurehemmung diirften auch fiir die H,S-Hemmung, die seit 
Senter’) bekannt ist, zutreffen. Auch sie ist reversibel, womit die 
Tatsache, daB das H,S-Spektrum einer Katalaselésung beim Durch- 
leiten von Luft in das urspriingliche Spektrum der reinen Kata- 
laselésung iibergeht, im EKinklang steht. Dagegen wird die Hemmung 
durch Hg-Salze mit Senter als auf einer EiweifBfaillung beruhend, 
gedeutet werden miissen; wenigstens entzog sich der Porphyrin- 
eisenkomplex jedesmal, wenn auch nur molare Mengen HgCl, 
zugesetzt wurden, der spektroskopischen Beobachtung, infolge ein- 
setzender KiweiBflockung. 


Beziehung: XK, = , worin v, das Volumen bedeutet, in 


1) Z. physik. Chem. 51, 640 (1905). 
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Zusammenfassung. 


In Extrakten aus Pferdeleber wurde ein Porphyrineisen- 
komplex gefunden, der durch sein spezifisches spektrophotometrisch 
gemessenes Verhalten charakterisiert wurde. Auf Grund seines 
Verhaltens bei Isolierungsversuchen ist zu schlieBen, daB er eine 
wesentliche Komponente der enzymatisch-katalatischen Reaktion 
darstellt. Er liefert eine dissoziable HCN- und H,S-Verbindung; 
dadurch liBt sich die Hemmbarkeit der katalatischen Reaktion 
durch diese Gifte erklaren. Die Dissoziation der HCN-Verbindung, 
die spektroskopisch verfolgt wurde, bestitigt die aus reaktions- 
kinetischen Daten berechnete Dissoziationskonstante fir die Kata- 


lase—Blausiiureverbindung zu etwa 8- 1077. 
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Uber die Einwirkung von Adenosinmonophosphorsduren und 
Adenosintriphosphorséure auf Dehydrierungsvorginge durch 
pflanzliche und tierische Fermente. 


Von 
Hans Joachim Deuticke. 


Mit 8 Figuren im Text. 





(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Vereinigung der Freunde und Forderer 
der Universitit Frankfurt.) 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Lund und dem Institut fiir vegetative 
Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. August 1930.) 


Gelegentlich seiner Untersuchungen iiber pflanzliche. Dehydro- 
genasen fand Thunberg}), da8 Phosphatextrakte verschiedener 
Pflanzensamen Enzyme enthalten, die in Gegenwart von Hexosedi- 
phosphat Methylenblau sehr rasch entfirben, d. h. zur Leuko- 
verbindung reduzieren, wobei héchstwahrscheinlich die Hexose- 
diphosphorsiure selbst dehydriert wird. Wirksam erwiesen sich in 
dieser Beziehung besonders Extrakte von Gurkensamen, Apfelsinen- 
samen und von Samen der Jutepflanze Corchorus capsularis. 

AuBer dem Hexosediphosphat-Zusatz wirkte im Versuch mit 
pflanzlichen Enzymen auch der Zusatz von Muskelkochextrakt 
beschleunigend auf die Methylenblau-Reduktion, und da die von 
Embden im Muskel entdeckte Hexosemonophosphorsiure Lacta- 
cidogen?) ebenso wie viele andere physiologisch wichtige organische 
Substanzen, z. B. Kohlenhydrate und deren Abbauprodukte, die 
Methylenblau-Reduktion unter diesen Bedingungen gar nicht oder 
fast gar nicht beschleunigten, lag der Verdacht auf die Anwesenheit 
einer Hexosediphosphorsiure im lebensfrischen Muskel nahe. 

Wenn aber Hexosediphosphorsiure iiberhaupt in den Muskel- 
kochextrakten vorhanden war, so konnte sie kaum die einzige 
Donatorsubstanz sein. Denn beim Zusatz optimaler Muskelextrakt- 
mengen ist die Entfairbungszeit stets kiirzer als bei optimalem 
Hexosediphosphat-Zusatz, so daB Thunberg schreibt: der starke 
Entfarbungseffekt scheint durch die alleinige Anwesenheit von 

1) Uber das Vorkommen einer Hexosediphosphorsiure- Dehydrogenase 
in Pflanzensamen, Lunds Universitets Arsskrift. N. F. Avd. 2, Bd. 25, Nr. 9. 


Kungl. Fysiografiska Sillskapets Handlingar, N. F. Bd. 40, Nr. 9. 
?) Embden u. Zimmermann, Diese Z. 167, 114 (1927). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXCII 13 
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Hexosediphosphat nicht erklirt werden zu kénnen (Thunberg,T. 
a, a. O. S. 203). 

Nun sprechen eine Reihe anderer Untersuchungsergebnisse 
durchaus nicht fiir, sondern gegen die Anwesenheit von Hexose- 
diphosphorsiure im lebensfrischen Muskel. Alle Bemiihungen 
Embdens und seiner Mitarbeiter’), auBer der Hexosemonophos- 
phorsiure Lactacidogen auch Hexosediphosphorsaure aus frischer 
Muskulatur zu isolieren, schlugen bisher fehl, obgleich die Iso- 
lierung der letztgenannten Substanz aus Muskulatur unter gewissen 
abnormen Bedingungen sehr leicht gelingt.?) Auch Lohmanns’) 
Untersuchungen iiber den zeitlichen Verlauf der Phosphorsiure- 
abspaltung bei der Siurehydrolyse in Extrakten aus frischer Mus- 
kulatur lieBen die Anwesenheit einer Hexosediphosphorsiaure nicht 
erkennen. Somit war die Methylenblau-Reduktion nach Zusatz 
von Muskelextrakt entweder durch eine Hexosediphosphorsiure 
bedingt, deren chemische Eigenschaften von denen der bekannten 
Hexosediphosphorséuren wesentlich abwichen‘*), die sich damit — 
vielleicht auch wegen ihrer geringen Menge — bei der priaparativen 
Aufarbeitung und bei der Saéurehydrolyse dem Nachweis entzogen 
hatte; oder es gab im Muskelextrakt noch andere, auf die Methylen- 
blau-Reduktion durch pflanzliche Enzyme beschleunigend ein- 
wirkende Substanzen. 

Der Aufgabe, diese Frage zu kliren, unterzog ich mich auf 
Grund einer von Herrn Professor Thunberg und Herrn Professor 
Embden getroffenen Verabredung. Eine Einladung von Herrn 
Professor Thunberg machte es mir mdglich, die notwendigen 
Einzelheiten der Methylenblau-Methode im Physiologischen Institut 
der Universitat Lund selbst kennen zu lernen und einen Teil der 
Versuche dort anzustellen. Fiir die Férderung, die meine Arbeit 
wihrend dieser Zeit erfuhr, und fiir die gastliche Aufnahme in 
dem schwedischen Institut méchte ich auch an dieser Stelle Herrn 
Professor Thunberg und seinen Mitarbeitern herzlichst danken. 





1) Embden u. Zimmermann, Diese Z. 167, 114 (1927). 

*) Embden u. Zimmermann, Diese Z. 141, 225 (1924); Embden, 
Jost u. Lehnartz, Diese Z. 189, 261 (1930). 

8) Biochem, Z. 194, 314 (1928); 202, 466 (1928); 208, 164, 172 (1928). 

*) Man kénnte hier z. B. an die neuerlich von Lohmann [Klin. 
Wochenschr. 8, 2009 (1929); Biochem. Z. 222, 324 (1930); Lipmann u, 
Lohmann, Biochem. Z. 222, 889 (1930)] aufgefundene, unter Fluorid- 
einwirkung entstehende, schwer hydrolysierbare Hexosediphosphorsiure 
denken, fiir deren Vorkommen in der normalen frischen Muskulatur aber 
bislang keine Anhaltspunkte gefunden wurden. 























Uber die Einwirkung von Adenosinmonophosphorsiuren usw. 195 


Methodik. 


Die Untersuchung wurde mit der Methylenblau-Methode von Thun- 
berg’) ausgefiihrt. Dabei enthielten die Vakuumréhrchen in simtlichen Ver- 


suchen: 


Methylenblaulésung. . .... . . 0,8 cem 
EES eee ee oe 
Donatorsubstanz 0.4 
Aqua dest. ies 
1,2 cem 


Das Fermentextrakt wurde jeweils unmittelbar vor dem Evakuieren 
einpipettiert, das Evakuieren dauerte stets 1 Minute, und anschlieBend kam 
das Vakuumroéhrchen sofort in den Thermostaten. Abgelesen wurde die 
Zeit von der Versenkung in das Wasserbad bis zum Eintritt vollstindiger 
Entfarbung. 

In den Versuchen mit pflanzlichen Enzymen betrug die Konzentration 
der verwandten Methylenblau (Mb.)-Lésung 1: 10000, die Mb.-Konzentration 
im Vakuumrohr selbst also 1: 40000; die Temperatur im Thermostaten wurde 
auf 20° konstant gehalten. 

Die Herstellung der Fermentextrakte erfolgte ganz in der von Thun- 
berg angegebenen Weise: Samen der Jutepflanze Corchorus capsularis, deren 
Extrakte wegen der geringen Spontanentfirbung besonders geeignet sind, 
wurden in einer Mokkamiihle zermahlen und die Samenhiilsen durch Sieben 
abgetrennt. Das so gewonnene gelbbraune Samenpulver wurde mit dem 
7,5 fachen Volumen einer 0,43°/,igen sekundiren Kaliumphosphatlisung 
wihrend 30 Minuten extrahiert. Wihrend dieser Extraktion wurden die ein- 
zelnen Samenpartikelchen mit einem Porzellanpistill in einem Porzellanmérser 
noch weiter zerkleinert. Nach der Extraktion wurde wiihrend 20 Minuten 
scharf zentrifugiert, und die iiber dem braunen Bodensatz stehende gelb- 
gefirbte Fliissigkeit als Fermentextrakt verwandt. Da das Extrakt nur 
sehr kurze Zeit haltbar ist, wurde es bis nach Beschickung siamtlicher An- 
sitze unter Eiskiihlung aufbewahrt. 


Versuchsergebnisse. 


I. 


Zunachst muBte festgestellt werden, ob die Fermente des 
Corchorussamens sich gegeniiber den Hexosediphosphorsauren, 
die unter bestimmten Bedingungen in der Muskulatur entstehen, 
ebenso verhalten wie gegeniiber der Hefe-Hexosediphosphorsiure, 
die von Thunberg ausschlieBlich untersucht worden war. 





1) Einzelheiten hieriiber siehe in dem Beitrag von Thunberg: Die 
colorimetrische Vakuum-Mikromethode fiir Studium der wasserstoffaktivieren- 
den Stoffwechselenzyme in: Oppenheimer-Pincussen, Die Fermente und ihre 


Wirkungen. Bd. III, S, 1118 (1928). 
13* 
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Als Muskel-Hexosediphosphorsiuren kamen zur Verwendung: 

1. Hexosediphosphorsiure, die im PreSsaft glykogenreicher Hunde- 
muekulatur spontan entsteht (siehe hieriiber die kiirzlich erschienene Arbeit 
von Embden, Jost und M. Lehnartz.') Das hier verwandte Priparat 
war von Embden, Jost und Lehnartz dargestellt und analysiert worden. 

2. Hexosediphosphorsiiure, die im MuskelpreBsaft unter Einwirkung 
von m/3-Natriumfluorid bei gleichzeitigem Zusatz von Glykogen und Natrium- 
bicarbonat — entsprechend den Befunden von Embden und M. Zimmer- 
mann?) — synthetisch gebildet wird. Diese Hexosediphosphorsiure war 
in der von Embden und Zimmermann beschriebenen Weise als Brucin- 
salz dargestellt worden, das nach Umkrystallisieren in das Calciumsalz 
iibergefiihrt und als solches gepriift wurde. Der neuerlich von Lohmann 
(siehe Fubnote auf S. 194) beschriebene, ebenfalls unter Fluorideinwirkung 
entstehende, schwer hydrolisierbare Ester wurde noch nicht in den Kreis 
der Untersuchung mit einbezogen. 

Als Hefe-Hexosediphosphorsiure kam Candiolin zur Verwendung. Das 
daraus hergestellte, in Wasser schwer lésliche neutrale Brucinsalz wurde 
zur weiteren Reinigung unter Lésung in kaltem Methylalkohol und nach- 
triiglichem Versetzen der konzentrierten methylalkoholischen Lésung mit viel 
Wasser mehrfach umkrystallisiert und schlieBlich wieder in das Calciumsalz 
iibergefiihrt. Ein Vergleich von dem so weitgehend gereinigten mit dem 
kiiuflichen Candiolin zeigte iibrigens, da8 fiir diese Fermentversuche stérende 
Beimengungen in dem kiauflichen Candiolin nicht vorhanden waren. 





Tabelle 1. 

Einflu8 verschiedener Hexosediphosphorsiiuren auf die Methylenblau- 
entfirbung. 

ia a 2 oe ee a oe ee 





Enthailt Hexosediphosphorsiure in 
Mikrogrammen Hexose 


Vakuumrohr-Nr. 
8,6 | 17,2 | 43 | 86 | 215 | 430 





Entfirbungszeit in Minuten 











Hefe-Hexosediphosphorsiiure. .| 17 | 11,5 | 9 9,5 | 10,5 | 12,5 
Muskel-HexosediphosphorsiiureI | 17 | 12 95 | 9 11 12 
- ul a7 11,5 | 9,5 | 9,5 | 10,5 | 12 
Muskel-Hexosediphosphorsiiure I: dargestellt aus. dem PreBsaft glykogen- 
reicher Hundemuskulatur. 


Muskel-Hexosediphosphorsiiure II: unter Einwirkung von NaF im PreBsaft 
von Kaninchenmuskulatur entstanden. 





In Tab. 1 ist ein Versuch wiedergegeben, der das Verhalten 
der Enzyme des Corchorussamens gegeniiber den drei Hexose- 


1) Diese Z. 189, 261 (1930). *) Diese Z. 141, 225 (1924). 
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diphosphorsauren zeigt. In die einzelnen Vakuumréhren kamen 
steigende Substratmengen, die jeweils in der oberen Horizontal- 
spalte als Hexose in Mikrogrammen (8,6—430 y) angegeben sind. 
Je drei Réhren wurden mit der gleichen Menge Hefe- bzw. Muskel- 
hexosediphosphorséure beschickt. Aus den beobachteten Ent- 
farbungszeiten ergibt sich, daB die Muskel-Hexosediphosphorsiuren 
wie die Hefe-Hexosediphosphorsiure die Mb.-Reduktion beschleunigen 
und zwar in vollig gleichartiger Weise. Dies darf als weitere 
Bestitigung der von Embden und Zimmermann!) und Embden, 
Jost und Lehnartz’) ausgesprochenen Vermutung, daB die von 
ihnen isolierten Hexosediphosphorsiuren mit dem Harden-Young- 
ester identisch seien, angesehen werden. 

Das vollig gleiche Verhalten der Hefe- und Muskel-Hexose- 
diphosphorsiuren wird durch drei weitere, in Fig. 1 graphisch 








100 T oe —— 
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Fig. 1. Hefe- und Muskel-Hexosedipbosphorsaure. 


y = Die Entfarbungszeit in Minuten. 

x = Die Menge Hexosediphosphorsdure in Mikrogrammen Hexose. 
x x Hefe-Hexosediphosphorsdure. 
x —-— —x Muskel-Hexosediphosphorsdure I. 





wiedergegebene Versuche bestitigt. Als Muskel-Hexosediphosphor- 
siure kam hier ausschlieBlich die aus dem PreSsaft glykogen- 
reicher Hundemuskulatur dargestellte (Muskel-Hexosediphosphor- 
siure I der Tab. 1) zur Verwendung. Die drei Kurven zeigen 
weitgehende Ahnlichkeit. Die etwas langeren Entfirbungszeiten 
in dem Versuch mit Hefe-Hexosediphosphatzusatz sind ausschlieBlich 
durch geringe Unterschiede in der Wirksamkeit der verschiedenen 
Fermentextrakte bedingt; denn in anderen, hier nicht naher mit- 
geteilten Versuchen lag auch fiir Hefe-Hexosediphosphorsiure die 
kiirzeste Entfarbungszeit zwischen 8 und 10 Minuten. 





1) Diese Z. 141, 225 (1924). *) Diese Z. 189, 261 (1930). 
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Muskel-Hexosediphosphorsiure war also wie Hefe- Hexosediphos- 
phorsiure wirksam, und die von Thunberg beobachtete Mb.-Re- 
duktion nach Zusatz von Muskelkochextrakt konnte demnach durch 
die Anwesenheit einer Muskel-Hexosediphosphorsaure bedingt sein. 
Um dies zu priifen und um gleichzeitig Anhaltspunkte iiber die 
Natur der vermuteten anderen, die Mb.-Reduktion beschleunigenden 
Substanzen zu bekommen, wurde Muskulatur praparativ nach der 
Methodik aufgearbeitet, die Embden’) zur Isolierung von Hexose- 
mono- und Hexosediphosphorsiure aus Muskulatur angegeben hat. 
Dabei wurden die Filtrate nach den verschiedenen Fallungen 
fortlaufend im Thunbergversuch gepriift. Das Ergebnis war kurz 
folgendes: 

Das entquecksilberte und neutralisierte Schenckfiltrat aus lebensfrischer, 
zerfrorener Kaninchenmuskulatur wirkte, bereits in ganz geringen Mengen 
zugesetzt, beschleunigend auf die Mb.-Entfirbung ein. Die Zersetzungs- 
fliissigkeit des Kupfer-Kalkniederschlages — nach Entkupferung und Ent- 
fernung der iiberschiissigen Schwefelsiure mit Baryt — war auch noch 
recht wirksam, aber schon sehr viel weniger als das Schenckfiltrat, und es 
schien, als ob gerade die Zersetzung des Niederschlages mit Schwefelsiure, 
auch wenn sie noch so vorsichtig erfolgte, zu einem betrichtlichen Verlust 


an wirksamer Substanz fiihrte. In sehr geringem Grade beschleunigte 
iibrigens auch noch zugesetztes Filtrat der Kupfer-Kalkfallung die Mb.- 


Reduktion. 
Die Zersetzungsfliissigkeit der Bleizuckerfillung nach Entfernung der 


Phosphorsiiure mit Baryt und ebenso die durch Bleiessig-Ammoniakfallung 
gewonnene Fraktion waren nach der Zersetzung und Einengung kaum noch 
wirksam. Die bei Priffung dieser Fraktionen beobachtete, erst nach 1 bis 
2 Stunden Exposition erfolgende Mb.-Entfirbung erklirte sich hinreichend 
durch die sehr hohe Konzentration der Filtrate an Lactacidogen. Denn 
diese Hexosemonophosphorsiure erwies sich ebenso wie in Thunbergs 
Versuchen auch in meinen als recht wenig wirksam. 

Mit dieser Methodik waren demnach keine wesentlichen 
Anhaltspunkte iiber die Natur der wirksamen Substanzen im 
frischen Muskel zu gewinnen. Das bisherige Ergebnis sprach nur 
weiterhin gegen die Anwesenheit einer der bekannten Hexosedi- 
phosphorsiiuren im lebensfrischen Muskel. Einen gewissen Auf- 
schluB brachten erst Versuche, in denen der bei der Lactacidogen- 
Bestimmungsmethode nach Embden und Jost?) sich bildende 
Magnesiumniederschlag untersucht wurde. Dieser Niederschlag, 
der die simtlichen Phosphorsiureverbindungen des Muskels voll- 





1) Embden u. Zimmermann, Diese Z. 167, 114 (1927). 
%) Diese Z. 179, 24 (1928). 
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stindig enthalt, erwies sich bei der Priifung — nach Auflisung 
in schwach konzentrierter Salzsiure — als auBerordentlich wirk- 
sam, und in einer Reihe mit steigenden Substratmengen lag das zeit- 
liche Optimum mit 5—6 Minuten, ahnlich wie bei den Versuchen 
mit Muskelextraktzusatz, wesentlich unter dem mit reiner Hexose- 
diphosphorséure im gleichen Versuch erreichten von 9 Minuten. 

Demnach enthalt dieser Niederschlag die gesuchten Sub- 
stanzen in recht reichlicher Menge, und der Verdacht, daB es ein 
Phosphorsiureester sein kénnte, lag nahe. Als phosphorsiure- 
haltige Verbindung ist in dem Niederschlag auBer dem Lactacidogen 
die von Embden aufgefundene Muskeladenylsiure') enthalten, 
deren Zusatz (als Calciumsalz) auch in griéBeren Mengen aber 
niemals die Mb.-Reduktion in Gegenwart der Enzyme des Corchorus- 
samens beschleunigte. 

Ferner enthilt der Niederschlag die Pyrophosphorsiure- 
verbindung der Muskeladenylsiure, die von Lohmann’) ver- 
mutete und von Fiske %) isolierte Adenosintriphosphorsaure. Diese 
Substanz‘*) erwies sich im Gegensatz zur Muskeladenylsiure als 
auBerordentlich wirksam. 




















Fig. 2. Adenosintriphosphorsiure. 


y = Die Entfarbungszeit in Minuten. 
x = Die Menge Adenosintriphosphorsdure in Mikrogrammen Pentose. 





1) Embden u. Zimmermann, Diese Z. 167, 137 (1927). 

2) Naturwissenschaften, 17. Jahrgang, 1929, S. 624. 

*) Vortrag auf dem XIII. Intern. Physiol.-KongreB, Boston 1929. 

‘) Durch die Liebenswiirdigkeit von Herrn Professor C. Fiske, der 
seine Darstellungsmethode der Adenosiatriphosphorsiure Herrn Professor 
Embden zur Verfigung stellte, war ich in der Lage, diese Substanz aus 
Kaninchenmuskulatur zu gewinnen. 
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Fig. 2 gibt graphisch das Ergebnis von zwei Versuchen 
wieder, in denen die Thunbergréhrchen mit steigenden Mengen 
des Calciumsalzes der Adenosintriphosphorsaiure beschickt waren. 
Die Art der graphischen Darstellung ist die gleiche wie in Fig. 1 
(S. 197), nur daB hier in der Abszisse die Menge der zugesetzten 
Adenosintriphosphorsiure nicht als Hexose, sondern, entsprechend 
der Struktur der Substanz, als Pentose in Mikrogrammen an- 
gegeben ist. In bezug auf Kohlenhydrat sind demnach Fig. 1 
und Fig. 2 direkt miteinander vergleichbar. 


Auch von der Adenosintriphosphorsiure geniigen wie bei den Hexose- 
diphosphorsiiuren wenige Mikrogramme, um eine rasche Entfarbung der 
verwandten Mb.-Menge herbeizufiihren. Ein zeitliches Optimum liegt beim 
Zusatz von etwa 40 y Pentose (als Adenosintriphosphorsaure), bei weiterem 
Zusatz ist das Optimum sehr bald iiberschritten, und im Gegensatz zur 
Hexosediphosphorsiure wirkt bei der Adenosintriphosphorsiure der Zusatz 
gréBerer Substratmengen auf die Debydrierungsvorgiinge sebr stark hemmend. 


In der Adenosintriphosphorsiure war somit eine Substanz 
gefunden, die im Versuch mit Corchorussamenextrakt eine auBer- 
ordentlich rasche Mb.-Reduktion herbeifiihrt. Ob die Adenosin- 
triphosphorsdure dabei nur aktivierend auf andere Dehydrierungs- 
vorgiinge einwirkt oder selbst dehydriert wird, d.h. als Wasser- 
stoffdonator unmittelbar in die Reaktion einbezogen wird, laiBt 
sich aus den bisherigen Versuchen nicht mit Sicherheit erkennen. 

Da im lebensfrischen Muskel Adenosintriphosphorsiure in 
betrachtlichen Mengen vorhanden ist, diirfte sie in erster Linie 
die von Thunberg gefundene Fiahigkeit der Muskelextrakte, 
im Versuch mit Corchorusenzymen eine rasche Mb.-Reduktion 
herbeizufiihren, bedingen. Freilich die allein wirksame Substanz 
im Muskelextrakt kann auch sie nicht sein; denn beim Zusatz 
optimaler Mengen Adenosintriphosphorsiure erfolgt die Entfarbung 
einer bestimmten Mb.-Menge niemals so schnell wie beim Zusatz 
optimaler Muskelextraktmengen, so daB im Muskelextrakt noch 
andere, die Mb.-Reduktion beschleunigende Substanzen vorhanden 
sein miissen. 

Die véllige Unwirksamkeit des Zusatzes von Muskeladenyl- 
siure und die starke Wirksamkeit ihrer Pyrophosphorsiaure- 
verbindung im System Corchorusenzym-Mb. stellt ein gewisses 
Analogon dar zum Verhalten der Hexosemono- und Hexose- 
diphosphorsiuren. Auch bei den Hexosen wird durch Phos- 
phorylierung ihre Fahigkeit, die Mb.-Entfarbung in Gegenwart von 
Dehydrasen zu beschleunigen, gesteigert, und zwar ist das nicht nur 
beim Vergleich der Hexosemonophosphorsiiure Lactacidogen mit 
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der Hefe-Hexosediphosphorsiure der Fall, sondern, wie Thun- 
berg fand, auch beim Vergleich des Neuberg- und Robisonesters 
mit Candiolin. Wenn wirklich die Adenosintriphosphorsiure und 
die Hexosephosphorsiuren als Wasserstoffdonatoren selbst de- 
hydriert werden, was zumindest sehr wahrscheinlich ist, so be- 
deutet diese Beobachtung, daB bei dem oxydativen Zuckerabbau durch 
dehydrierende Fermente eine vorherige weitgehende Phosphory- 
lierung Voraussetzung fiir den Angriff der Dehydrogenasen wire. ') 


HI. 


Nach den bereits erwihnten Untersuchungen von Lohmann 
wird die Pyrophosphorsiure bzw. der Pyrophosphorsiiurekomplex 
der Adenosintriphosphorsaiure bei der Siurehydrolyse von Muskel- 
extrakten leicht zu Orthophosphorsiure gespalten. Unterwirft 
man demnach eine Lésung von Adenosintriphosphorsiure der 
Siurehydrolyse, so muB sie, entsprechend dem Ubergang der 
Adenosintriphosphorsaéure in Adenylsaure, fortschreitend an Wirk- 
samkeit verlieren. Ein solcher Versuch ist in Fig. 3 graphisch 
wiedergegeben. 
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Fig. 3. Adenosintriphosphorsdure nach verschieden langer Hydrolyse. 
y = Die Entfarbungszeit in Minuten. 
«x = Die Menge Adenosintriphosphorsdure in Mikrogrammen Pentose zu Beginn der 
Versuchsreihe in dem Hydrolysengemisch. 





- Sofort. 
——-— .- Nach 48 Stdn, Sdurehydrolyse bei 20°. 
jampanes ane a wa - a TE. 
Gieinmninhstintelb —— ae ‘a ») 





1) Vgl. hieritiber auch Thunberg, a. a. O., S.13, sowie Hahn u. 
Haarmann, Z. Biol. 90, 231 (1930). 
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Eine 1°/,ige Lésung von Adenosintriphosphorsiure in n-HCl wurde 
bei 20° aufbewahrt. Der zu verschiedenen Zeiten entnommene Teil des 
Hydrolysengemisches wurde jeweils mit NaOH neutralisiert und sofort als 
Substrat zu einem Versuch verwendet. Die Verdiinnung der Hydrolysen- 
fliissigkeit war in simtlichen Versuchen natiirlich die gleiche. 


Aus der Darstellung ist ersichtlich, da8B wirklich die Wirk- 
samkeit des Hydrolysengemisches fortschreitend abnimmt. Aber 
da die Menge der die Entfarbung beschleunigenden Adenosintri- 
phosphorsiure mit der Dauer der Hydrolyse mehr und mehr ver- 
ringert wird, sollte man erwarten, daf die geringste Entfairbungs- 
zeit bei langerer Dauer der Saiurehydrolyse durch immer gréBere 
Mengen der Hydrolysenfliissigkeit erreicht wird, was sich in der 
graphischen Darstellung dann durch eine Verschiebung des Opti- 
mums nach rechts ausdriicken miBbte. Eine solche Verschiebung 
des Optimums erfolgt nur in sehr geringem Mae. Viel deutlicher 
ist die in bezug auf alle Ansitze jeder Versuchsreihe gleich- 
miBige und mit der Dauer der Hydrolyse zunehmende Beein- 
trichtigung der Entfarbungsgeschwindigkeit. Da aus Kontroll- 
versuchen hervorging, daB die Fermentextrakte in allen Ver- 
suchen dieser Reihe annihernd gleich wirksam waren, konnte 
diese allgemeine Beeintrichtigung der Entfairbungsgeschwindig- 
keit nur durch die Bildung von hemmenden Substanzen wahrend 
der Siurehydrolyse verursacht sein. 
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Fig. 4. Adenosintriphosphorsfiure und Muskeladenylsdure. 


y = Die Entfairbungszeit in Minuten. 
x = Die Menge Adenosintriphosphorsdure in Mikrogrammen Pentose. 


- Adenosintriphosphorsdure allein. 





-— — —- Adenosintriphosphorsiure und Muskeladenylsdure (167 Mikrogramm). 














Uber die Einwirkung von Adenosinmonophosphorsiiuren usw. 203 


Als solche kam natiirlich in erster Linie die Adenylsiure 
selbst in Betracht. in dem in Fig. 4 dargestellten Versuch wurde 
sie daraufhin untersucht. 


In diesem Versuch enthielt eine Reihe von Thunbergréhrchen nur 
Adenosintriphosphorsaures Caleium in verschiedenen Konzentrationen — 
dieser Reihe entspricht die untere, ausgezogenen Linie in der graphischen 
Darstellung — die zweite Reihe enthielt auBerdem fortlaufend geringe 
Mengen des Calciumsalzes der Muskeladenylsiiure (entsprechend 167 y Mus- 
keladenylsiure). Diese Reihe wird durch die obere, gestrichelt gezeichnete 
Kurve wiedergegeben. Aus dem Verlauf der beiden Kurven ist die hemmende 
Wirkung des Adenylsiurezusatzes in allen Substratkonzentrationen erkennbar. 


Im Gegensatz dazu wurde die nach Hexosediphosphatzusatz 
erfolgende Mb.-Entfirbung durch die gleiche Menge von mus- 
keladenylsaurem Calcium (entsprechend 167 y Muskeladenylsiure) 
kaum beeinfluBt (siehe Fig. 5). Nur bei sehr geringer Substrat- 
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Fig. 5. Muskelhexosediphosphorsdure I und Muskeladenylsdure. 


y = Die Entfarbungszeit in Minuten, 
x = Die Menge Hexosediphosphorsiure in Mikrogrammen Hexose. 
x x Hexosediphosphorsdure allein. 
x —— —x Hexosedipbosphorsdure und Muskeladenylsdure (167 Mikrogramm). 





konzentration fand sich eine gewisse Hemmung: so bewirkte der 
gleichzeitige Adenylsiurezusatz in den Ansitzen mit 8,6 y Hexose 
(als Hexosediphosphorsiure) eine Verzégerung der Entfarbung von 
18 auf 32 Minuten. Bei stirkerer Substratkonzentration wirkte 
die Muskeladenylséure eher beschleunigend. 

Diese voéllig verschiedene Kinwirkung der Muskeladenylsiure 
auf die Mb.-Reduktion nach Adenosintriphosphorsiure- und Hexose- 
diphosphorsaéurezusatz schien besonders auffallig und wurde in 
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einer Reihe weiterer Versuche nachgepriift. Zunachst wurde fest- 
gestellt, wie groB bei der Adenosintriphosphorsaiure die zur 
Hemmung der Mb.-Entfarbung notwendige Muskeladenylsaure- 
menge ist und ob ,,Hefeadenylsiure“') die gleiche hemmende 
Wirkung ausiibt. 

Tabelle 2. 


Adenosintriphosphorsiure und Adenylsiuren. 








Versuch: I II il 


Zusatz von: Muskeladenylsiaure Muskeladenyl- »Hefeadeny 1- 
siure siure 

















4.818041): ) 2/1904 bel]s 


Enthilt Adenosintriphosphorsiure in Mikrogrammen 
Pentose 








Vakuumrobr-Nr. 








| ) : 
17,2| 43 | 86 215 





Entfirbungszeit in Minuten 



































17,5/12 |13,5] 21,5] 155/12 12 [175/18 | 13,5 

2 0,277 | 17,5)12 |18 | 22 [145/12 | 12) —|— | — 
6 5 0,677 | 16,5/12,5)18 | 2357 — |/§— |}—|—|{— | — 
sa} 1847 [17 | 125/185) 23 ] 15 | 11,5 12 | 18 | 18,5) 14 
gE] 68 7 | 18 | 18,5) 14,5 | 25,5] 15 | 12,5 18 | 18 | 14,5 14 
SS] 334 7 | 22 | 15,5/15,5/26 | 19 | 145) 14 | — | — | — 
7 y | 47 | 94 [1 }82 tT — | — | — | 928117 | 18 





In Tab. 2 sind drei solche Versuche wiedergegeben. 


In dem ersten Versuch waren siebenmal 4 Réhrchen mit steigenden 
Mengen adenosintriphosphorsaurem Calcium beschickt. Die Menge Adenosintri- 
phosphorsdure ist in der oberen Horizontalreihe in Mikrogrammen Pentose 
angegeben. Die eine Serie von Réhrchen blieb ohne weiteren Zusatz, den 
folgenden wurden jeweils steigende Mengen von Muskeladenylsiure zugefiigt. 
Wie man sieht, geniigte bereits ein Zusatz von 6,8 y Adenylsiure, (das ent- 
spricht bei einem Gesamtvolumen von 1,2 ccm einer Adenylsiurekonzentration 
von 0,566 mg-*/,) um eine schwache Hemmung der Mb.-Entfairbung in simt- 
lichen verwandten Adenosintriphosphorsiure-Konzentrationen herbeizufihren, 
und beim Zusatz gréBerer Adenylsiiuremengen nahm diese Hemmungs- 
wirkung weiter fortschreitend zu. Der zweite Versuch dieser Tabelle be- 
stiitigte im wesentlichen dieses Ergebnis, und im dritten zeigte sich, daB 
auch die ,,Hefeadenylsiure“ wie die Muskeladenylsiure in stiérkerer Konzen- 
tration die Mb.-Reduktion verzégert. 


Ahnliche Versuche unter Verwendung von Hexosediphosphor- 
siure statt Adenosintriphosphorsiure bringt Tab. 3. 





1) Embden u. Schmidt, Diese Z. 181, 130 (1929). 
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Tabelle 3. 
Hexosediphosphorsiiuren und Muskeladenylsiure. 
I II Il 
Versuch Hefe-Hexosediphos-| Muskel-Hexosedi- | Muskel-Hexosedi- 
phorsiure phosphorsiure I | phosphorsiiure II 





—_— 
1j2ls|4 1;2|s|4 








1/2)/s|4 





Enthilt Hexosediphosphorsiiure in Mikrogrammen Hexose 
Nf 
Vakuumrohr-Nr. 17,2| 43 | 86 | 215 | 8,6 )17,2| 43 | 86 | 8,6 |17,2| 43 | 86 





Entfiirbungszeit in Minuten 























14/12 (12 |12,5]17 | 9,5, 8 | 8 |15,5/ 9,5/ 7,5] 7,5 
| | | 

g £( 687] 12/10 | 9 | 8,5] 13,5) 75/6 | 55/1157 5 | 5 
Po3 | 3347] 13 |10,5) 9,5 9 115 |8 | 6/6 [115/77 15] 5 
sao | Pa oe I 
g25|167 7] 20/16 15 | 13,5 86,5 10,5 7,57 |28 | 9,5 7 | 6 
= | 
mS (834 7] 58]40 |34 (38 Jes [17 [14 (13,5]87 [14 /12,5/10,5 








Muskel-Hexosediphosphorsiiure I: dargestellt aus dem PreBsaft glykogen- 
reicher Hundemuskulatur. 

Muskel-Hexosediphosphorsiure II: unter Einwirkung von NaF im Pre8Ssaft 
von Kaninchenmuskulatur entstanden. 


Hier zeigt sich, daB die in Fig. 5 beobachteten geringfiigigen Ver- 
schiedenheiten der beiden Kurven nicht durch die Fehlerbreite der Methodik 
verursacht waren, sondern daB auch die Mb.-Entfairbung nach Zusatz von 
Hexosediphosphorsiiure durch Muskeladenylsiure beeinfluBt wird. Adeny)- 
siiure-Konzentrationen, die bei Verwendung von Adenosintriphosphorsiure 
die Mb.-Entfirbung hemmen, nimlich der Zusatz von 6,8 y und besonders 
von 33,4 y Muskeladenylsiure, wirken aber auf die Mb.-Reduktion nach 
Zusatz von Hefe- und Muskel-Hexosediphosphorsiiuren nicht hemmend, 
sondern in allen Hexosephosphorsiure-Konzentrationen beschleunigend ein, 
und erst bei erheblich weiterer Steigerung des Adenylsiurezusatzes wird 
auch hier die Mb.-Reduktion gehemmt. Das scheinbar widersprechende 
Ergebnis des in Fig. 5 dargestellten Versuches findet darin seine Erklirung, 
daB gerade der Zusatz von 167 y Muskeladenylsiiure bei héherer Hexose- 
diphosphat-Konzentration zu einer geringen, in der graphischen Darstel- 
lung kaum hervortretenden Beschleunigung der Mb.-Entfirbung fiihrt, bei 
schwicherer dagegen zu einer Hemmung. 


Diese die Mb.-Reduktion beschleunigende Wirkung der Muskel- 
adenylsiure tritt schon beim Zusatz ganz geringer Mengen von 
Muskeladenylsiure in Erscheinung. In dem in Tab. 4 wieder- 
gegebenen Versuch war noch 3/,, der in den drei Versuchen der 
Tab. 3 verwandten geringsten Konzentration wirksam, nimlich 
der Zusatz von 0,67 y Muskeladenylsiure, was einer Verdiinnung 
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Tabelle 4. 
Hefe-Hexosediphosphorséure und Muskeladenylsiure. 
1 | 2 3 
Enthilt Hexosediphosphorsiure in Mikro- 
Vakuumrohr-Nr. grammen Hexose 


8,6 | 17,2 | 48 
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} 0,025 y 18 | 9,5 . 

0,05 7 ms. | 9,5 | 8 

Zusatz von os Y i Z | <a 
re A ’ ’ ’ 

Muskel- | 0,67 7 12 9 | 1 
adenylsiure 1,34 Y 12 » | 6 
3,34 ¥ 11,5 | 7,5 | 5,5 

6,67 7 11,5 | 8 | 5,5 





von 1:1,8 Millionen entspricht. ,,Hefeadenylsiure“ hat diese be- 
schleunigende Eigenschaft nie; sie vermag nur in starkerer Kon- 
zentration die Mb.-Entfiarbung nach Hexosediphosphatzusatz — 











wie auch die nach Adenosintriphosphatzusatz — zu hemmen 
(Tab. 5). 
Tabelle 5. 
Hexosediphosphorsiiuren und ,,Hefeadenylsiure“. 
I II 
Versuch Muskel-Hexosediphosphor- Hefe-Hexosediphosphor- 
saiure I siure 
1 2 3 1 2 3 








Enthailt Hexosediphosphorsiure in Mikrogrammen Hexose 
Vakuumrohr-Nr. 8,6 17,2 43 8,6 17,2 43 




















Entfirbungszeit in Minuten 
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Ahnlich wie bei der Hexosediphosphorsiure beeinfluBt auch 
bei der Hexosemonophosphorsiure Lactacidogen der Zusatz von 
Muskel- und Hefeadenylsiure die Mb.-Reduktion. Lactacidogen 
ist, wie mehrfach erwihnt, im Versuch mit den Enzymen des 
Corchorussamens nur wenig wirksam. Es bedarf infolgedessen 
sehr viel héherer Lactacidogen-Konzentrationen, um meBbare Ent- 
farbungszeiten unter den hier gewihlten Versuchsbedingungen zu 


Tabelle 6. 


Hexosemonophosphorsiure Lactacidogen und Adenylsiuren. 











Versuch I II Ill 
Zugesetzte Adenylsiure Muskel- Muskel- Hefe- 
1 | 2 1 | 2 1 











Enthilt Lactacidogen in Mikrogrammen Hexose 
sernceesaieenn 120 | 600 | 600 | 8000 | 600 





Entfirbungszeit in Minuten 




















*) 45 86 | 48 46 

1,34 7 * 42 on = - 

Zusatz von a u he ; ma nh - r 
4 2 7 ’ 

Adenylsiure 167 25 25 24 40,5 46 

: (834 yf — — 82,5 66 rh 











*) Innerhalb 120 Minuten keine Entfirbung. 


erhalten. Wie die in Tab. 6 wiedergegebenen 3 Versuche zeigen, 
kann aber durch den Zusatz geringer Mengen von Muskeladenyl- 
siure die Mb.-Reduktion nach Zusatz von Lactacidogen ganz 
auBerordentlich beschleunigt werden, und zwar hier bei der Hexose- 
monophosphorsaure in weit starkerem MaBe noch als bei der 
Hexosediphosphorsiure (vgl. Tab. 3). Die ,,Hefeadenylsiure“ be- 
schleunigt auch bei der Hexosemonophosphorsiure nicht die Mb.- 
Entfairbung. 

Aus den zuletzt mitgeteilten Versuchen ist ersichtlich, daB 
die Muskeladenylsiure einen ganz entscheidenden Kinflu8 auf 
die Geschwindigkeit der Mb.-Entfirbung in den Versuchen mit 
Adenosintriphosphorsiure und Hexosephosphorsiuren ausiibt. Ob- 
gleich die Muskeladenylsaure allein im Versuch mit Corchorus- 
Enzymen niemals eine Mb.-Entfarbung herbeifiihrt, die Muskel- 
adenylsiure selbst also als Wasserstoffdonator nicht in Frage 








208 Hans Joachim Deuticke, 


kommt, geniigen bereits ganz geringe Mengen dieser Substanz, 
um die nach Hexosemono- und Hexosediphosphatzusatz erfolgende 
Mb.-Reduktion zu beschleunigen. Wenn wirklich, wie wir an- 
nehmen diirfen, die Hexosephosphorsiiuren selbst als Donatorsub- 
stanzen von den pflanzlichen Enzymen unter diesen Bedingungen 
dehydriert werden, so beschleunigt die Muskeladenylsiure diese 
Art oxydativen Abbaus der Hexosemono- und Hexosediphosphor- 
siuren. Aber diese oxydationsbeschleunigende Wirkung iibt die 
Muskeladenylsiure nur innerhalb eines engen Bereiches und zwar 
bei sehr niedriger Konzentration aus; in etwas starkeren Kon- 
zentrationen wirkt sie bereits hemmend auf die Mb.-Entfairbung. 


»Hefeadenylsiure“ hat die oxydationsbeschleunigende Wir- 
kung der Muskeladenylsiure gegeniiber den Hexosephosphorsiuren 
niemals; sie verhalt sich somit auch in diesen Versuchen wie 
gegeniiber den desaminierenden Fermenten des Muskels') von 
der Muskeladenylsiure biologisch verschieden. 


Die oxydationssteigernde Wirkung der Muskeladenylsdure 
beim Abbau der Hexosen laiBt die Muskeladenylsiure als eine 
Art Aktivator oder Katalysator beim oxydativen Zuckerabbau er- 
scheinen. Diese Beobachtung erinnert sehr an Ergebnisse von 
Euler und Nilsson’), die fanden, daf die Reduktion von Mb.- 
durch die Enzyme der Trockenunterhefe neben dem sehr wirk- 
samen Donator Zymophosphat einen Aktivator, eine Co-Reduktase, 
erfordert, die sehr wahrscheinlich mit der Co-Zymase der Garung 
identisch ist, der bekanntlich Euler und Myrbick’) die Formel 
eines adeninhaltigen Nucleotids zusprechen. Hier in meinen Ver- 
suchen erweist sich das adeninhaltige Nucleotid ,,Muskeladenyl- 
siure“ als sehr wirksam zur Steigerung der zwar an sich auch 
ohne besonderen Muskeladenylsiure-Zusatz verlaufenden De- 
hydrierung von Hexosephosphorsiuren. Da in Eulers Versuchen 
ohne Co-Reduktasezusatz itiberhaupt keine Mb.-Reduktion erfolgte, 
sind seine Co-Reduktase und die Muskeladenylsiure Embdens 
zwar schwerlich identisch — es sei denn, daB in den von Euler 
aus Hefe hergestellten Co-Reduktasepriiparaten Muskeladenyl- 
siure vorhanden ist und ebenso in dem Extrakt des Corchorus- 
samens — aber vielleicht sind beide Substanzen chemisch nahe 
verwandt. 





1) Embden u. Schmidt, Diese Z. 181, 130 (1929). 
*) Diese Z. 160, 234 (1926); u. 162, 72 (1926). 
5) Diese Z. 177, 237 (1928); u. 184, 163 (1929). 
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Beschleunigt wird durch Muskeladenylsiure nur die De- 
hydrierung der Hexosephosphorsiuren, nicht die Mb.-Entfirbung 
nach Adenosintriphosphat-Zusatz. Da der letztgenannte Vorgang 
wahrscheinlich ebenfalls durch eine direkte Dehydrierung der 
Adenosintriphosphorsiure verursacht ist, liBt sich dieses ver- 
schiedene Verhalten der Adenosintriphosphorsiure und der Hexose- 
phosphorséuren mit Thunberg dahin deuten, daB zwei verschiedene 
Fermente im Corchorusextrakt vorhanden sind, von denen nur 
das auf die Hexosephosphorsiuren eingestellte durch Muskel- 
adenylsiure-Zusatz im Sinne einer Reaktionsbeschleunigung be- 
einfluBt werden kann. Diese Deutung ist aus verschiedenen Griinden 
sogar recht wahrscheinlich; aber es soll nicht in Abrede gestellt 
werden, daB vielleicht der gleiche Fermentkomplex phosphory- 
lierte Hexosen und Pentosen angreift, und daB die Wirkung der 
Adenylséure nur vom Substrat abhiingig ist. 

Die geschilderte aktivierende Wirkung auf die Mb.-Reduktion 
im System Donator-Corchorusenzym-Methylenblau ist von vielen 
diesbeziiglich gepriiften Substanzen nur der Muskeladenylsiure 
eigentiimlich. Dies geht aus einer Reihe von Versuchen hervor, 
deren Ergebnis kurz mitgeteilt sei. 

Das unmittelbare Desaminierungsprodukt der Muskeladenylsiure, die 
Inosinsiure, erwies sich wie die Adenylsiiure allein zur Aktivierung des 
Mb.-Entfirbungsvermégens der Enzyme des Corchorusextraktes als unwirksam, 
ebenso auch die nach Abspaltung des Purinkerns der Inosinsiiure iibrig- 
bleibende Pentosephosphorsiiure.') Beide, die Inosinsiiure und die aus ihr 
hergestellte Pentosephosphorsiure, sind auf die Mb.-Entfirbung nach 
Hexosediphosphat- und Adenosintriphosphat-Zusatz in schwicheren Konzen- 
trationen ohne Ejinflu8; in stiirkerer Konzentration, beim Zusatz von 0,2—1 mg 
zu 1,2 ccm Gesamtvolumen, vermégen sie dagegen die Mb.-Reduktion und 
zwar besonders die nach Adenosintriphosphatzusatz betrichtlich zu hemmen. 
Das gleiche Verhalten zeigen auch Adenosin und Adenin, die selbst nicht 
dehydriert werden, und Natriumpyrophosphat. 

Setzt man zwei Donatorsubstanzen gleichzeitig dem Corchorus- 
extrakt zu, so kommt es stets zu einer betrichtlichen Be- 
schleunigung der Mb.-Reduktion. Fig. 6 gibt einen Versuch wieder, 
in dem der EinfluB eines konstanten Hexosediphosphat-Zusatzes 
auf die Dehydrierung verschiedener Adenosintriphosphorsiure- 
mengen festgestellt wurde. Die Entfarbungszeit der zugesetzten 
Hexosediphosphorsiure allein (entsprechend 86 y Hexose) betrug 





1) Das Pentosephosphorsiure-Priparat war mir durch Herrn Gerhardt 
Schmidt zuginglich, dem es Herr P. A. Levene freundlichst iiberlassen 
hatte. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCII. 14 
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in diesem Versuch 11,5 Minuten, eine Zeit, die bei gleichzeitiger 
Anwesenheit der verschiedenen Adenosintriphosphorsiuremengen 
stets unterschritten wurde. Ahnlich beschleunigten auch der gleich- 
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Fig. 6. Adenosintriphosphorsiure und Muskel-Hexosediphosphorsaure I. 


y = Die Entfarbungszeit in Minuten. 
«2 = Die Menge Adenosintriphosphorsdure in Mikrogrammen Pentose. 





. - Adenosintriphosphorsdure allein. 
-— —-—- Adenosintriphosphorsiure und Hexosediphosphorsdure (162 Mikrogramm), 





zeitige Zusatz von Lactacidogen und Hexosediphosphat und der von 
Lactacidogen und Adenosintriphosphat die Entfirbung einer be- 
stimmten Mb.-Menge, und niemals bewirkte der Zusatz einer zweiten 
Donatorsubstanz, auch in noch so starker Konzentration, eine 
Verzégerung der Mb.-Entfarbung. Auch diese Beobachtungen 
dirften dafiir sprechen, daB mehrere spezifisch wirksame De- 
hydrogenasen im Extrakt aus Corchorussamen vorhanden sind. 


IV. 


Die bisher mitgeteilten Beobachtungen ergaben, daB die von 
Thunberg gefundene Wirksamkeit eines Muskelextraktes als 
Wasserstoffdonator fiir die Dehydrasen des Corchorusextraktes 
zu einem wesentlichen Teile auf die Anwesenheit von Adenosin- 
triphosphorsiure zuriickzufiihren ist. Die den Ausgangspunkt 
dieser Untersuchung bildende Beobachtung Thunbergs findet 
somit ohne die Notwendigkeit der Annahme von Hexosediphosphat 
als normalen Muskelbestandteil ihre Erklirung, obgleich natiirlich 
auch meine Versuche keinesfalls die Abwesenheit eines Hexose- 
diphosphorsiure-Esters im lebensfrischen Muskel endgiiltig beweisen. 
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AuBer der Adenosintriphosphorsiure ist im Extrakt lebensfrischer 
Muskeln noch Lactacidogen vorhanden, dessen geringe Wirksam- 
keit durch Spuren von Muskeladenylsiure betrichtlich verstarkt 
werden kann. 

Weitere Aufklirung iiber die als Donatoren fiir die Cor- 
chorusenzyme wirksamen Substanzen im Muskel konnte vielleicht 
ein Konzentrationsversuch bringen, in dem die Thunbergréhrchen 
mit steigenden Mengen Muskelextrakt beschickt wurden. Denn, 
wie Fig. 1 und 2 zeigten, verhalten sich die Adenosintriphosphor- 
siure und die Hexosediphosphorsiuren in solchen Konzentrations- 
reihen verschieden. 

Fig. 7 bringt das Ergebnis eines solchen Versuches. 
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Fig. 7. Muskelextrakt verglichen mit Adenosintriphosphorsdure und Hexosediphosphorsdure, 
y = Die Entfarbungszeit in Minuten. 
x = Die Menge ,,Donatorsubstanzen‘‘: 
- Adenosintriphosphorsdure in Mikrogrammen Pentose. 
x Muskel-Hexosediphosphorsdure I in Mikrogrammen Hexose. 
_———- Muskelextrakt, 











Entquecksilbertes, neutralisiertes Schenckfiltrat von Kaninchenmusku- 
latur war im Vakuum so weitgehend eingeengt, daB 1 cem des Filtrates 
5 g Muskel entsprach. Von diesem gelb-griinlich gefirbten, leicht getriibten 
Filtrat wurde eine Verdiinnungsreihe 1:5 hergestellt, ebenso von einer 
Adenosintriphosphorsiiure- und einer Hexosediphosphorsiurelésung. Gleiche 
Mengen dieser Lésungen wurden in Vakuumréhrchen einpipettiert und die 
Entfairbungszeiten unter Verwendung des gleichen Fermentextraktes festgestellt. 
Die gefundenen Werte sind in der Kurve so eingetragen, da8 diejenige 
Menge Muskelextrakt, die eben noch eine Entfirbung des zugesetzten Mb. 
bewirkte, gleichgesetzt wurde einer Donatorsubstanzmenge von 8,6 y Pentose 
(als Adenosintriphosphorsiure) und 8,6 y Hexose (als Hexosediphosphor- 
siiure), Mengen, die von diesen beiden Substanzen zur vélligen Entfirbung 
der vorgelegten Mb.-Menge innerhalb von 2 Stunden noch ausreichten. Wenn 

14* 
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auch diese Festsetzung etwas willkiirlich ist und manche Fehlerquelle in 
sich birgt, zeigt doch der Verlauf der drei Kurven insofern eine gewisse 
Ahnlichkeit, als beim Uberschreiten einer bestimmten Donatorkonzentration 
(entsprechend 17,2 y Kohblenhydrat) iiberall ein mehr oder minder scharfes 
Abbiegen von der Vertikalen in die Horizontale erfolgt. Das tiberhampt 
erreichte Geschwindigkeitsmaximum ist beim Zusatz von Muskelextrakt \mit 
4,5 Minuten Entfirbungszeit am gréBten. Bei der Hexosediphosphorsiure 
betriigt es 10 Minuten und bei der Adenosintriphosphorsiure 16,5 Minuten. 
Die bei Erhéhung der Donatorkonzentration erfolgende Hemmung der Mb..- 
Entfirbung ist bei der Adenosintriphosphorsiure wieder betrichtlich, beim 
Zusatz von Muskelextrakt sehr viel geringfiigiger aber durchaus noch vor- 
handen, wahrend bei der Hexosediphosphorsiure die Mb.-Entfiirbung durch 
Konzentrationserhéhung nur wenig beeinflu&t wird. 

Dieser Kurvenverlauf beim Zusatz von Muskelextrakt wird 
wohl am besten durch die Anwesenheit gréBerer Mengen von 
Adenosintriphosphorsaure und relativ geringer Mengen einer Hexose- 
phosphorsiure als Donatorsubstanzen erklirt. Denn wie Fig. 6 
zeigte, geniigt ein geringer Zusatz von Hexosediphosphat, um die 
charakteristische Verzégerung der Mb.-Entfairbung durch gréBere 
Adenosintriphosphorsiurekonzentrationen véllig zum Verschwinden 
zu bringen, und aus der Tatsache, dab die Hexosemonophosphor- 
siure Lactacidogen weniger wirksam ist als Hexosediphosphat, 
diirfte wohl geschlossen werden, dab das Lactacidogen in diesem 
Versuch mit Muskelextrakt die hemmende Wirkung erhdéhter 
Adenosintriphosphorséurekonzentrationen zwar nicht aufzuheben, 
wohl aber abzuschwiichen vermag. Aber natiirlich soll nicht be- 
stritten werden, daB méglicherweise noch andere Substanzen im 
Muskelextrakt die auBerordentlich rasche optimale Entfiarbungs- 
zeit von 4,5 Minuten verursachen. Fiir das Vorhandensein von 
Hexosediphosphorsiure lieferte allerdings auch dieser Versuch 
keine Anhaltspunkte. 

Eine Entscheidung iiber die Natur der Donatorsubstanzen im 
Muskelextrakt durch Zusatz von Muskeladenylsiure lieB sich nicht 
treffen. Zwar wirkte ein solcher Zusatz niemals oxydations- 
beschleunigend, was fiir die Abwesenheit von Hexosephosphor- 
siuren zu sprechen schien (siehe Tab. 7 Reihe lI), aber auch nach 
Zusatz von Hexosediphosphat zum Muskelextrakt wurde durch 
Muskeladenylsiure keine Beschleunigung der Mb.-Entfairbung er- 
reicht, sodaB wohl im Muskelextrakt selbst Substanzen vorhanden 
sind, die ihrerseits wieder die vorher gezeigte Oxydationsbeschleuni- 
gung durch Muskeladenylsiure unméglich machen (siehe Tab. 7 


Reihe II). 
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Tabelle 7. 


Muskelextrakt und Muskeladenylsiure. 
Muskelextrakt: 1 ccm neutralisiertes Schenckfiltrat entspricht 0,04 g Muskel. 








Reihe 
I II 








Entfiairbungszeit in Minuten 




















18,5 10 
0,27 7 18 10 
Zusatz von 1,34 7 13,5 9,5 
Muskel- } 68 7 13,5 10 
Pent 83,4 7 15,5 12 
adenylsiiure | ¢7 , 26 14,5 
(835 64 25,5 
Reihe I: Si&mtliche Réhren enthalten 0,2 cem Muskelextrakt. 
o aa + 0,1 com = und 


9? ” 
8,6 y Hexose als Muskel-Hexosediphosphorsiure I. 
0,1 ccm Muskelextrakt allein entfirbt in 24 Minuten. 


8,6 y Hexose als Hexosediphosphorsiure allein entfiirben in 24,5 Minuten 
(und beim Zusatz von 6,8 y Muskeladenylsiure in 19 Minuten). 


¥ 


Als letzte und recht bedeutungsvolle Frage war noch zu 
kliren, ob die Adenosintriphosphorsiure das Mb.-Entfarbungs- 
vermégen tierischer Gewebe, speziell der Muskulatur, 
zu aktivieren vermag. Fiir Hefe-Hexosediphosphorsiure ist dies 
von Euler und seinen Mitarbeitern?) zuerst gezeigt und kirzlich 
von Hahn und Haarmann?) bestitigt worden, und letzthin fand 
T. Broman’) im Physiologischen Institut zu Lund, daB auBer der 
Hexosediphosphorsiure auch Hexosemonophosphorsduren bei der 
Priifung mit enzymhaltigen Phosphatextrakten aus Muskulatur die 
Mb.-Entfarbung beschleunigen. Die Hexosemonophosphorsiure ist 
nach Bromans Untersuchungen auch hier, bei den tierischen 
Dehydrasen, sehr viel weniger wirksam als Hexosediphosphorsiure, 
so daB Thunberg die von Meyerhof*) vertretene Anschauung, 
da8 Hexosediphosphorsiure eine Stabilisierungsform im Intermediir- 


1) Euler u. Nilsson, Diese Z. 162, 88 (1926). 

2) Z. Biol. 90, 281 (1980). 

3) Skandin. Arch. Physiol 59, 25 (1930). 

*) Meyerhof u. Lohmann, Biochem. Z. 185, 118 (1927). 
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stoffwechsel sei, ablehnt’)(vgl. hieriiber auch A. Hahn und W. Haar- 
mann a. a. O. S. 201). 


Die Herstellung eines wirksamen Fermentextraktes aus Muskulatur 
erfolgte nach der von Thunberg beschriebenen Methode (vgl. Thunberg, 
Oppenheimer Pincussen, Die Fermente Bd. III, S. 1126). Die Konzentration 
der verwandten Mb.-Lésung betrug in diesen Versuchen 1:25000, im Vakuum- 
réhrehen selbst also 1: 100000; die Temperatur im Thermostaten wurde auf 
35° konstant erhalten. Eine Spotanentfairbung des Extraktes erfolgte erst 
nach mehr denn 2 stiindiger Exposition. 


Das in Fig. 8 mitgeteilte Versuchsergebnis zeigt, daB auch 
die mit Phosphatlésungen extrahierten Muskelenzyme in Gegenwart 
von Adenosintriphosphorsiure beschleunigt Mb. reduzieren, und 
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Fig. 8. Fermentextrakt aus Muskulatur. 
y = Die Entfarbungszeit in Minuten. 
a = Die Menge Adenosintriphosphorsdure in Mikrogrammen Pentose bzw. 
die Menge Muskel-Hexosediphosphorsaiure in Mikrogrammen Hexose. 
- Adenosintriphosphorsdure. 
x --—— x Muskel-Hexosediphosphorsdure I, 





daB hier — im Gegensatz zu den pflanzlichen Enzymextrakten — 
die Adenosintriphosphorsiiure der Muskel-Hexosediphosphorsaure 
(ibrigens auch dem wohl mit ihr identischen Harden-Young-Ester) 
itiberlegen ist. AuBerdem wirken hier stirkere Adenosintriphosphor- 
siiure-Konzentrationen kaum hemmend auf die Mb.-Entfarbung 
ein. Muskel-Hexosediphosphorsaure iibertrifft auch hier an Wirk- 
samkeit die Hexosemonophosphorsiure Lactacidogen, wie andere, 
hier nicht eingehend veréffentlichte Versuche in Bestatigung der 
von T. Broman erhobenen Befunde zeigten. 


— 





1) Thunberg, a.a. QO. S. 206. 
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Kine spezifische Aktivierung der nach Zusatz von Hexose- 
phosphat oder Adenosintriphosphat erfolgenden Mb.-Entfairbung 
durch Muskeladenylsaure lieB sich nicht einwandfrei zeigen; denn 
Muskeladenylsiure bewirkt hier bei den tierischen Dehydrasen — 
in strengem Gegensatz zur ,,Hefeadenylsiure“ — schon an sich 
eine rasche Mb.-Entfarbung, wobei zunichst unentschieden bleibt, 
ob es sich hier um eine Dehydrierung der Muskeladenylsiiure selbst 
handelt, oder ob die Muskeladenylsiure auch hier andere De- 
hydrierungsvorgange aktiviert. Der in Tab.8 wiedergegebene Ver- 


Tabelle 8. 


Fermentextrakt aus Muskulatur. 

















Vakuumrohr- Nr. 1 2 3 
Pentose in v 17,2 86 430 
: ; 7 5,5 5 
in Minuten 
Pentose in y 17,2 86 430 
Muskeladenylsiure. . . xs : 
y Entfirbungszeit 58 37 17 
in Minuten 
Pentose in y 15 76 190 
Inosinsiure - + » } Entfarbun . 
gszeit 
in Minuten 16 59 46 
Pentose in 7 22,4 112 280 
Pentosephosphorsiure . | Eattasbun : 
gszeit 
in Minuten 102 15 66 











such zeigt, daB bei Verwendung der enzymhaltigen Muskelextrakte 
auBer der Adenosintriphosphorsiure und Muskeladenylsiure auch 
Inosinséure und die aus ihr gewonnene Pentosephosphorsiure die 
Entfarbung von Mb. herbeifiihren. Adenosin und Adenin erwiesen 
sich in diesen Versuchen mit tierischen Dehydrasen wie in den 
mit Corchorusenzymen angestellten als véllig unwirksam. 


Zusammenfassung. 


1. Mit Hilfe der Thunbergschen Methylenblau-Methode 
wird unter Verwendung von Dehydrogenaselisungen aus den 
Samen der Jutepflanze Corchorus capsularis folgendes 
festgestellt: 

a) Muskel-Hexosediphosporsaure beschleunigt ebenso 
wie Hefe-Hexosediphosphorsiure die Mb.-Reduktion. Dabei er- 
weisen sich Muskel-Hexosediphosphorsiure, die im PreBsaft 
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glykogenreicher Hundemuskulatur spontan entsteht, und Muskel- 
Hexosediphosphorsaéure, die unter EKinwirkung von Natriumfluorid 
im Kaninchenmuskel-PreBsaft entsteht, mit der Hefe-Hexosediphos- 
phorsiure in ihrem Verhalten gegeniiber diesen pflanzlichen En- 
zymen als identisch. Dies stimmt mit friiheren chemischen Be- 
funden Embdens und seiner Mitarbeiter iiberein. 

b) Die von Thunberg beobachtete Mb.-Reduktion nach Zu- 
satz von Muskelkochextrakt ist im wesentlichen durch Adenosin- 
triphosphorsaure verursacht. Anhaltspunkte fiir die Anwesen- 
heit einer Hexosediphosphorsaure im lebensfrischen Muskel ergaben 
sich nicht. 

c) Muskeladenylsaiure, die selbst eine Mb.-Reduktion 
nicht herbeifiihrt, beschleunigt in geringer Konzentration 
streng spezifisch die Mb.-Entfirbung nach Hexosediphosphat- 
und besonders nach Hexosemonophosphat- (Lactacidogen) Zusatz, 
wihrend sie die Entfarbungsgeschwindigkeit nach Adenosintriphos- 
phatzusatz unbeeinfluBt laBt. In stirkeren Konzentrationen 
wirkt sie stets hemmend auf die Mb.-Entfarbung nach Zusatz 
der genannten Substanzen. Hine ausschlieBlich hemmende Wir- 
kung iibt ,,Hefeadenylsiure“ aus. 

2. Auch die Dehydraselésungen aus Muskulatur werden 
in ihrem Mb.-Entfairbungsvermégen durch Adenosintriphosphor- 
siure betriichtlich gesteigert. Hierbei erweist sich die Adenosin- 
triphosphorsiure sogar den Hexosediphosphorséuren iiberlegen. 
Bei den tierischen Dehydraselésungen wirkt im Gegensatz zu den 
dehydrasehaltigen Extrakten aus Corchorussamen bereits der 
alleinige Zusatz von Muskeladenylsiure (nicht Hefeadenylsiure), 
Inosinsiure und der aus ihr hergestellten Pentosephosphorsiure 
beschleunigend auf die Mb.-Reduktion. 
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Uber die Fettsiuren der Kephalinfraktion des Gehirns. 
(1. Mitteilung iber Phosphatide.) 


Von 


E. Klenk. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18, August 1930.) 


Veranlassung zur Aufnahme dieser Untersuchung war vor 
allem das Bediirfnis sich etwas genauer dariiber zu orientieren, 
in welchem MaBe Fettséiuren der 6-er Gruppen (C,,... und 
C,,---) am Aufbau der Gehirnphosphatide beteiligt und in wie- 
weit neben diesen noch Fettsiuren, die andern Gruppen an- 
gehéren, vorhanden sind. Es soll versucht werden die Verhiltnisse 
nach Méglichkeit zahlenméBig festzulegen. 

Das Studium der Fettsiuren der Kephalinfraktion ist fiir 
die vorliegende Fragestellung insofern von besonderer Bedeutung, 
als diese Fraktion den Hauptteil des Ather- bzw. Petrolither- 
extrakts und damit einen wesentlichen Teil der Gesamtphos- 
phatide des Gehirns ausmacht. 


Die Fettsiuren des Gehirnkephalins waren schon wiederholt Gegen- 
stand eingehender Untersuchungen. Wiihrend Parnas’), Mac Arthur und 
Burton’) nur Séuren der C,, ...-Gruppe vorfanden, soll nach spiteren Be- 
funden von Levene und Rolf’; auch noch eine Siiure C,,H,,0, (Arachidon- 
siure) darin vorkommen. 


Die hier als Ausgangsmaterial benutzte Kephalinfraktion 
muBte der Darstellung entsprechend neben dem Hauptprodukt 
noch Lecithin, sowie kleine Mengen von Cerebrosiden und Sphin- 
gomyelin enthalten. Das Vorhandensein von Fettsiuren der Cere- 
broside und des Sphingomyelins unter dem nach der Spaltung 
auftretenden Siuregemisch hitte zweifellos die Lésung der Auf- 
gabe sehr erschwert, vielleicht ganz unméglich gemacht. Da eine 
restlose Abtrennung der Cerebroside und des Sphingomyelins vor 
der Spaltung auf einfache Weise nicht erreicht werden kann, so 





1) Biochem. Z. 22, 411 (1909); ebenda 56, 17 (1913). 
2) Amer. chem. Soc. 38, 1375 (1916). 
8) J. of biol. Chem. 54, 91 (1922.) 
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wurde eine bei anderer Gelegenheit*) aufgefundene Spaltmethode 
angewendet, die unter so milden Bedingungen zu arbeiten ge- 
stattet, daB diese stérenden Beimengungen nicht oder kaum wesent- 
lich verindert werden. Ihre Abtrennung macht dann nach der 
Spaltung des Kephalins (und Lecithins) keinerlei Schwierigkeiten. 
Die Methode fiihrt unmittelbar zu einer annihernden Trennung 
von gesittigten und ungesittigten Fettsiuren. 

An gesittigten Fettsiuren war neben sehr kleinen Mengen 
einer niedriger molekularen Saéure (Palmitinsiure?) nur Stearin- 
siure vorhanden (in Ubereinstimmung mit den Befunden von 
Parnas, Mac Arthur und Burton, Levene und Rolf, deren 
Angaben sich allerdings auf lecithinfreies Kephalin beziehen). 

Aus der Fraktion der ungesittigten Fettsiuren konnte nach 
vorangegangener Hydrierung Stearinsiiure und Behensaure C,,H,,0, 
isoliert werden. Die Trennung erfolgte im wesentlichen durch 
fraktionierte Destillation der Methylester im Hochvakuum. Die 
Stearinsiure wurde aus den niederst siedenden, die Behensiaure aus 
den héchst siedenden Anteilen gewonnen. Arachinsiure C,,H,,0,, 
das Hydrierungsprodukt der Arachidonsiure, fehlte offenbar ganz. 
Sie hitte in den Zwischenfraktionen sich vorfinden miissen. Die 
Aufarbeitung derselben ergab aber auch wieder nur Stearinsiure 
und Behensiure. 

Aus 20,1 g der im Hochvakuum destillierten ungesittigten 
Fettsiiuremethylester, welchenjedoch noch Unverseifbares beigemengt 


war, wurden isoliert: 





*) Die Tatsache, daB in dem den Cerebrosiden sehr nahe stehenden 
Sphingomyelin Phosphorsiure mit einer der beiden Hydroxylgruppen des 
Sphingosins (C,,H;,NO,) verestert ist, fiihrte im Hinblick auf die friiher 
ausgesprochene Ansicht (Diese Z. 179, 312 [1928]; 185, 169 [1929]) tiber die 
Entstehung dieser Stoffe aus Kohlehydraten zu der Vorstellung, wonach 
diese Umwandlung von Kohlehydrat in Fett auf dem Weg iiber Phosphor- 
siiureester erfolgt. Es lag dann nahe noch nach andern Phosphatiden zu 
suchen, in welchen die Phosphorsiiure ebenso wie im Sphingomyelin an 
Kérpern mit lingerer aliphatischer Kohlenstoffkette (Fettsiuren) esterartig 
gebunden ist. 

Nun hat bereits Parnas aus Kephalin durch 18 stiindiges Erhitzen 
im Autoklaven auf 110° mit Barytwasser eine phosphorreiche, dtherlésliche 
Siiure erhalten, in welcher méglicherweise eine Verbindung der erwihnten 
Art vorgelegen haben konnte. Es wurde deshalb gehofft, mit Hilfe der 
neuen Spaltmethode auf weniger gewaltsame Weise ahnliche Verbindungen 
zu bekommen. Indessen enthielten die gewonnenen itherléslichen Spalt- 
produkte nur wenig Phosphor, so daB die Versuche in dieser Richtung vor- 


liufig eingestellt wurden. 
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_-‘ Stearinsiiure (C,,H;,0,) Behensiiure (C,.H,,0,) | 
Menge Schmelz- |Aquival.-] Menge Schmelz- | Aquival.- 
g punkt | Gewicht g punkt Gewicht 
0,5 67,5—68 | 286 1,3 718—78,5 342 
1,7 67,5—68 | 287 02 | 78,5—79 839 
1,4 68—68,5) 285 1,0 | %6—76,5 344 
1,7 67,5—68 | 285 0,9 i3—14 | 836 
a “aa ber.: 284,83 | Sa. 3,4 ber.: 840,4 


Um Aufschlu8 dariiber zu erhalten, wie weit die Aufteilung 
des Gemisches in die beiden Komponenten gelungen ist, wurde 
in einem andern Versuch durch Hsterdestillation, Hydrierung und 
Abtrennung des Unverseifbaren ohne zu fraktionieren dieses Fett- 
siuregemisch dargestellt und durch Titration das Aquivalent- 
gewicht bestimmt. 6,3 g der im Hochvakuum destillierten un- 
gesittigten Methylester lieferten so 4,7 g des Fettsiiuregemischs, 
welches auf Grund des Aquivalentgewichts von 300,25 (Mittelwert) 
aus 3,38 g Stearinsiure und 1,32 g Behensiure besteht. Auf 20,1 ¢ 
ungesattigte Methylester umgerechnet ergeben sich dann die Werte: 


10,8 g Stearinsiure und 4,2 g Behensiure. 


Die im Vergleich zu den Stearinsiurewerten bedeutend bessere 
Ausbeute an Behensiure diirfte teils von dem geringeren Reinheits- 
grad einiger Behensiurepriparate, teils aber auch davon herriihren, 
daB die Abtrennung der schwerer léslichen Behensaiure weniger 
Schwierigkeiten macht als die der Stearinsiure. 

Das reinste Praparat der Séure C,,H,,0,, das erhalten werden 
konnte, schmilzt bei 79—79,5° Die Mischprobe mit reiner, aus 
Erukaséure durch Hydrierung gewonnener Behensiure*) vom 
Schmelzp. 80—80,5° zeigte keine Depression. 

Durch diese Feststellungen war das Vorkommen von Arachidon- 
siure im Gehirnkephalin in Frage gestellt. Levene und Rolf 
wollen sie in Form des in fast allen Lésungsmitteln so gut wie 
unléslichen Bromierungsprodukts (Octabrom-arachinsiure) isoliert 
haben. Allerdings liegt lediglich nur eine CH-Bestimmung vor. 
Die von mir durchgefiihrte nihere Untersuchung dieses unléslichen 
Bromkérpers ergab, daB es sich nicht um Octabrom-arachinsiure 
handelte, denn die Hydrierung der aus dem Bromkérper regene- 
rierten ungesittigten Siure fiihrte zu Behensiure, die in jeder 





*) Das Vergleichspriparat verdanke ich der Freundlichkeit von Herrn 
Prof. Brig]. 








220 E. Klenk, 


Beziehung mit den oben erhaltenen, héchstschmelzenden Priparaten 


ibereinstimmte. 

Es sei hier auch auf eine kiirzlich erschienene Arbeit von Brown’) hin- 
gewiesen, der die nach dem Bromierungsverfahren aus den Gesamtlipoiden 
des Gehirns gewonnenen hoch ungesittigten Fettsiuren fiir ein Gemisch 
von Arachidonsiiure und noch héher molekularen Siiuren hilt. Er glaubt 
auf Grund seiner Untersuchungen auf das Vorhandensein einer hoch un- 
gesittigten Siiure der C,,...-Gruppe schlieBen zu diirfen. In der Kephalin- 
fraktion habe ich diese Siéiure nicht angetroffen. 

Die Zahl der Doppelbindungen in der hier aufgefundenen 
hoch ungesittigten Fettsiure der C,, .. .-Gruppe ist bis jetzt noch 
nicht genau festgelegt. Nach dem Bromgehalt des urspriinglichen 
Bromkérpers und der Jodzahl des im Hochvakuum destillierten 
Methylesters der Siure sind mindestens vier, méglicherweise fiinf 
Doppelbindungen vorhanden. Es kommt demnach fir die Saure 
die Forme] C,,H,,0, oder C,,H;,0, in Betracht. Im letzten Fall 
wiirde sie dieselbe Zusammensetzung besitzen wie die von T'suji- 
moto?) in vielen Fischélen angetroffene und von ihm bereits auch 
niher untersuchte Clupanodonsiure. Jedenfalls stehen sich die 
beiden Sauren sehr nahe, sind vielleicht identisch. 

Die Kephalinfraktion des Gehirns enthilt demnach auBer den 
Fettsiuren der C,, ...-Gruppe in nennenswerten Mengen nur noch 
eine Siure (oder mehrere?) der C,, ...-Gruppe. Unter diesen 
Umstiinden lieB sich die Menge der von den einzelnen Gruppen 
vorhandenen Fettsiuren verhiltnismafig genau bestimmen. Die 


gefundenen Werte sind: 


Fettsiuren der C,,...Gruppe. . . 73°/, der Gesamtfettsiuren. 
” ” ld ” 25 lo ” ” 
i ee ae ee ae oe ee ee - )? 


Darstellung und Spaltung der Kephalinfraktion. 


Zur Darstellung der Kephalinfraktion wurde das durch Ex- 
traktion mit kaltem Aceton von Cholesterin befreite und im Vakuum 
bei 40° getrocknete, gut zerriebene Gehirnpulver im Soxhlet- 
apparat unter Anwendung des Verlingerungsstiickes*) mit Petrol- 
iither (Siedep. 30—50°) erschépfend extrahiert und der bis zur 
dligen Konsistenz eingeengte Petrolitherextrakt in die 5 fache 
Menge Alkohol eingeriihrt. Nach einigem Stehen goB man die 
iiberstehende klare Lésung von der ausgefillten Kephalinfraktion 





1) J. of biol. Chem. 83, 783 (1929). 

*) Z. Dsch. Ol- u. Fettind. 40, 797 (1920); Chem. Umschau a. d. Geb. 
d. Fette usw. 29, 261 (1922). 

8) Diese Z. 166, 272 (1927). 
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ab und behandelte die zunichst noch mehr oder minder zih- 
fliissige, honiggelbe Masse wiederholt mit frischem Alkohol bis sie 
eine plastische Beschaffenheit angenommen hatte. In dieser Form 
wurde die Substanz in einer braunen Flasche unter CO, bis zur 
weiteren Verarbeitung aufbewahrt. 

0,0537 (0,0346) g Substanz (im Vakuum iiber H,SO, getrocknet) gaben 
bei der Phosphorsiurebestimmung nach Embden') 0,1517 (0,1006) g Wige- 
k6rper. 

0,0214 (0,0240) g Substanz verbrauchten 3,18 (8,56) cem n/100-H,SO, 
(Mikro-Kjeldahl nach Preg)). 
Gef. 3,16 (3,26)°/, P. 2,08 (2,07)°/, N 

Die Spaltung erfolgte durchweg nach tiliiehdins Verfahren, das 
sich bereits in zahlreichen Versuchen bestens bewahrt hat: Zu einer 
Lésung der noch alkoholfeuchten Substanz in dem 15 fachen Volumen 
frisch destillierten Ather gibt man portionenweise innerhalb einer 
Stunde die 0,25fache Menge Kaliumhydroxyd, das in méglichst 
wenig heiBem Methylalkohol (fiir je 10 g in der Reibschale zer- 
kleinertes Kaliumhydroxyd etwa 20 ccm Methylalkohol) gelést ist. 
Nach Zugabe der einzelnen Portionen ist jeweils kriftig zu schiitteln. 

Bei Verwendung eines durch Einwirkung von Luftsauerstoff weitgehend 
oxydierten Materials scheidet sich nach Zugabe der letzten Portionen meist 
eine dunkelbraune, schmierige Masse ab, die durch kriftiges Schiitteln nicht 
wieder in Lésung zu bringen ist. 

Nach kurzer Zeit beginnt die Abscheidung einer festen Sub- 
stanz. Man laBt tiber Nacht stehen, saugt den, vor allem die 
gesittigten Fettsiuren enthaltenden Niederschlag ab und wischt 
ihn gut mit Ather aus. 

Den getrockneten Niederschlag emulgiert man, um daraus 
die Fettsiuren zu gewinnen, in heiBem Wasser, siuert mit Salz- 
siure an, liBt erkalten und saugt die so gewonnene Fraktion der 
gesattigten Fettsiiuren ab, die gut mit Wasser gewaschen und im 
Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet wird. 

Zu dem iatherischen Filtrat gibt man in einem Scheidetrichter 
etwa 10°/, ige Salzsiure bis zur stark sauren Reaktion und dann 
(unter Schiitteln) so viel Wasser, bis das ausgefallene Kaliumchlorid 
sich gerade vollstindig lést. Die dabei auftretende Emulgierung 
beseitigt man wieder durch Zugabe von Methylalkohol. Nach 
Abtrennung der wiBrigen alkoholischen Schicht wird die itherische 
Lésung, nachdem sie noch mit wenig Wasser gewaschen wurde 
(zuviel Wasser fihrt alsbald zur Emulgierung), zunichst unter 





1) Diese Z. 113, 188 (1921). 
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Atmosphirendruck, dann im Vakuum so weit wie méglich ein- 
geengt. Den Riickstand nimmt man in dem 10 fachen Volumen 
(bezogen auf die Menge des Ausgangsmaterials) Aceton auf. Es 
bleibt hierbei eine weiBe bzw. hellgelbe Substanz von den Eigen- 
schaften des sogenannten Protagons (Cerebrosid + Sphingomyelin) 
ungelést. Nach mebhrstiindigem Stehen im Kisschrank saugt man 
den Niederschlag ab und wascht ihn mit Aceton aus. Der aus 
dem Filtrat nach Abdestillieren des Acetons erhaltene Riickstand 
wird zur Entfernung von etwas Wasser in Petrolither aufgenommen 
und im Scheidetrichter die waBrige Schicht abgetrennt. Nach 
Abdampfen des Petrolithers (Beseitigung der letzten Reste des 
Lésungsmittels im CO,-Strom) verbleibt ein Ol, das die ungesiattigten 
Fettsiuren (offenbar teilweise in Form der Ester vorliegend) und 
eine betriichtliche Menge Unverseifbares enthilt (Fraktion der 
ungesittigten Hettsiuren). 

Uber die in verschiedenen Versuchen erzielten Ausbeuten gibt 
folgende Tabelle AufschluB. 





{rf uflmfwf{v_ 
g g g g g 
| 43 | 43 | 43 | 35 





























Menge des gespaltenen Materials*). . 43 

Fraktion der gesiittigten Fettsiuren . 9,0 8,3 7,4 5,5 5,0 

Fraktion der ungesittigen Fettsiuren 

(+ Unverseifbares) 17,8 | 16,6 | 17,8 | 19,3 | 15,0 
391 29] 41) — 2,8 


Protagon . 


*) Umgerechnet auf trockene Substanz. 0,51 g des alkoholfeuchten 
Materials verloren beim Trocknen iiber Schwefelsiiure im Vakuum 0,07 g 


an Gewicht. 

Die Darstellung der Kephalinfraktion wie auch die Aufarbeitung 
der Spaltprodukte erfolgte so weit wie méglich unter AusschluB 
der Luft, dadurch daB diese durch Kohlendioxyd verdrangt wurde. 


Die Fraktion der gesaittigten Fettsauren. 

Hellgelbe, feste, fast véllig phosphorfreie Substanz. Enthalt 
noch ungesittigte Saiuren beigemengt. 

Um diese abzutrennen, wurde sie aus Aceton umkrystallisiert 
und der zusammen mit den ungesittigten Fettsiuren in der 
Mutterlauge verbliebene Rest der gesiittigten Saéuren auf dem 
Wege iiber die Bleisalze nach Varrentrapp gewonnen. Diesen 
Teil vereinigte man mit der aus Aceton ausgefallenen Hauptmenge. 
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Dann wurde durch 1 stiindiges Kochen mit 5°/, iger methyl- 
alkoholischer Schwefelsiure verestert, die Ester mit Petrolither 
unter Zugabe von Wasser ausgeschiittelt und nach Abdampfen 
des Petrolaithers die Substanz im Hochvakuum fraktioniert. 





Freie Siuren 





Methylester | nach Umkrystillisation 
SP-o. 2mmHg 





Menge Schmelz- _ Menge| Schmelz- Menge| Schmelz- Aquiv.- 
g punkt g punkt g punkt Gew. 


61—62° | 1,48 |65—66° | 275 
65—66° | 6,82 | 68—68,5°| 282 
66—67° | 2,65 | 69—69,5°| 285 

















1. Fr.] 140—145°] 2,0 33—34° 1,9 | 
2. Fr] 145—150°] 8,9 85—36° | 8,5 | 
3. Fr. 150—155°| 3,3 | 85,5—86,5° | 3,1 | 


0,0410 g Subst. der Fraktion 1 verbrauchten 1,49 ccm n/10-alkohol. Lauge. 
0,0410 gC, ” » 2 ” 1,455 _,, ” ” 9 
0,0423 & ”? ”? ” 3 ] 1,485 LP] ” 9 ” 


In Fraktion 1 sind offenbar auBer Stearinsiure noch nie- 
drigere Homologen vorhanden. Ob es sich dabei um Palmitinsiure 
handelt, ist fraglich. Dagegen spricht der hohe Schmelzpunkt 
von 65—66°, wahrend ein Gemisch dieser beiden Siuren vom 
Aquiv.-Gew. 275 den Schmelzpunkt 62° besitzen sollte. In den 
beiden andern Fraktionen liegt praktisch reine Stearinsiiure vor. 

Die hier vorhandenen ungesittigten Fettsiuren wurden zur niheren 
Untersuchung zunichst verestert und die im Hochvakuum destillierten 
Methylester (3,3 g; Jodzahl 72) in alkoholischer Lésung mit einem Palladium- 


Bariumsulfat-Katalysator') hydriert. Die daraus nach der Verseifung er- 
haltenen freien Saiuren (3,05 g) schmolzen bei 63,5—64° und hatten das 


Aquiv.-Gew. 285. 

0,0539 g verbrauchten 1,89 ccm n/10-alkoholische Lauge. 

Das Hydrierungsprodukt ist demnach in der Hauptsache Stearinsiure, 
und das nicht hydrierte Produkt bestand wohl vorwiegend aus Olsiiure (O1- 
siure-methylester: Jodzahl ber. 85,7). 























Die Fraktion der ungesattigten Fettsauren. 


Braunes, leicht bewegliches, nicht véllig phosphorfreies Ol. 
Nach Veresterung mit 5°/, iger methylalkoholischer Schwefel- 
siure, wiederholtem Ausschiitteln der Ester mit Petrolither unter 
Zugabe von Wasser und Abdampfen des Petrolithers wurde die 
Substanz (29 g) im Hochvakuum fraktioniert. Die Hauptmenge 











1) Houben-Weyl, Methoden ...., 2. Aufl. 2, 270 (1922). 
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ging bei 150—190° iiber. Es verbleibt aber ein betrichtlicher, 
nicht unzersetzt destillierbarer Riickstand. Die einzelnen Frak- 
tionen wurden hydriert, die hydrierten Ester verseift und die 


freien Saiuren dargestellt. 


Die Hydrierung erfolgte durch Schiitteln der alkoholischen Lésung mit 
Palladium-Bariumsulfat-Katalysator in einer Wasserstoffatmosphire unter 
gelindem Erwiirmen. Nach Abtrennung des Katalysators von der siedend 
heiBen Lésung durch Absaugen unter Zuhilfenahme von Kieselgur wurde, 
ohne die Ester zu isolieren, durch Zugabe des 3 fachen Uberschusses von 
etwa n/1-methylalkoholischer Kalilauge und 1 stiindiges Kochen unter Riick- 
fluB verseift. 

Zur Gewinnung der Séuren wurde der Alkohol bis auf ein kleines 
Volumen abdestilliert, nach Zugabe von Wasser und verdiinnter Schwefel- 
siiure die Fettsiuren ausgeiithert, die itherische Lésung mit Natriumsulfat 
getrocknet, der Ather abdestilliert und der Riickstand durch Uberleiten 
eines Luftstromes in der Hausmannschen Schale vom Lésungsmittel voll- 


stiindig befreit. 














Freie Siuren nach Hydrierung 












































Methylester | nach Umkrystallisation | 
SP-o.5mm Hg | aus 90°/,igem Aceton 
Menge Menge| Schmelz- Menge| Schmelz- | Aquiv.- 
g Jodzahl g punkt | g punkt | Gew. 
, 3 = eee 
1. I'r.] 150—160 ° 2,9 110 ? 59—60° | 2,7 60—61° 334 
. Fr] 160—165°] 7,9 131 7,7 | 59-60° | 69 | 60—61°| 315 
8. Fr.| 165—175 ° 5,8 176 5,6 61—62° | 5,2 63—64° 320 
4, Fr.| 175—190 ° 3,5 221 3,4 71—72° | 2,9 71—72° 366 
Methylester. 
0,0231 g Substanz der Fraktion 1 verbrauchten 2,00 cem n/10-Bromlésung. 
0,0234 g ” ” ” 2 ” 2,42 5 ” ” 
0,0177 £ ” ” ” 3 9 2,46 ” ” 9 
0,0176 4 ” ”? 3) 4 ” 3,065 ” ” 9 


Freie Siuren nach Hydrierung. 
0,0515 g Subst. der Fraktion 1 verbrauchten 1,54 ccm n/10-alkohol. Lauge. 


0,0472 g_sCs, ” ” 2 ” 1,50 ,, ” ” ” 
0,0514 g ” ” ” 3 ” 1,61 ,, ” ” ” 
0,0595 g ” ” 4 ” 1,615 ,, ” ” ” 


Die hohen Aquivalentgewichte sind verursacht durch Bei- 
mengung von mehr oder minder betrichtlichen Mengen von Un- 
verseifbarem. Auffallend ist das starke Ansteigen der Jodzahlen 
mit steigendem Siedepunkt der Fraktionen. Es sind demnach 
die hichstmolekularen, zugleich auch die am starksten ungesittigten 
Fettsiuren. 











os ST 
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Fraktion 1. Um das Unverseifbare zu entfernen, wurde die 
Substanz in Ather (300 ccm) gelést und die Siure mit etwa n/1- 
methylalkoholischer Kalilauge gefalit, der Niederschlag abgesaugt, 
daraus die Siure wieder in Freiheit gesetzt und dieses Reinigungs- 
verfahren, wobei jedoch die Fallung mit alkoholischer Kalilauge 
aus siedender itherischer Lésung der Siure erfolgte, noch einmal 
wiederholt. Siurefraktion: 1,87 g. Die aus wenig Aceton um- 
krystallisierte Substanz schmolz bei 64—65°. 

0,0432 g Substanz verbr. 1,505 ecm n/10-alkoholische Lauge. 

Aquiv.-Gew. Gef. 287. 

Fraktion 2 und 3. Abtrennung des Unverseifbaren aus 
den beiden vereinigten Fraktionen 2 und 8 wie bei der Fraktion 1. 
10,7 g Fettsiuren. 

0,0413 g Substanz verbr. 1,38 ccm n/10-alkoholische Lauge. 

Aquiv.-Gew. Gef. 300. 

Die daraus dargestellten Methylester wurden durch fraktio- 

nierte Destillation im Hochvakuum wieder in 4 Fraktionen zerlegt. 

















Methylester Freie Siuren 
s Schmelz- Menge Menge | Schmelz- Aquiv.- 
P-0,2 mm Hg punkt g g punkt | Gewicht 
a) | 140—145° | 35—385,5° | 3,1 83,06 | 64—65° | 289.5 
b) 145—150° 37—38° 4,7 4,4 62—63° 301 
ec) | 150—160° | 43—44° | 0,8 
d) | 160—170° | 48—49° | 2,15 











0,0478 g Substanz von a) verbrauchten 1,65 cem n/10-alkoholische Lauge. 
0,0468 4 ” ” b) ”? 1,56 ”? ”) ” ” 


Wahrend von a) durch fraktionierte Fiallung der freien Siuren 
mit Magnesiumacetat aus dem zuletzt gefillten Anteil 0,5 g prak- 
tisch reine Stearinsiure vom Schmelzp. 67,5—68° und dem Aquivy,- 
Gew. 286 (0,0454 g Substanz verbrauchten 1,58 ccm n/10-alkoholische 
Lauge) erhalten werden konnte, lieB sich aus den beiden ver- 
einigten Fraktionen c) und d), die zunichst nicht verseift wurden, 
durch dreimaliges Umkrystallisieren aus Methylalkohol der Methyl- 
ester der Behensiiure gewinnen. Glinzende Blattchen. Schmelz- 
punkt 52,5—53° (Schmelzpunkt von reinem Behensiiuremethyl- 
ester 55°). Verseifung dieses Esters ergab 1,3 g Behensiure 
(aus Aceton umkrystallisiert). Schmelzp. 78—78,5° Glinzende 
Blattchen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCII. 15 
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4,700 (4,154) mg Substanz gaben 13,430 (11,835) mg CO, und 5,39 


(4,73) mg H,O. 
0,0610 g Substanz verbrauchten 1,785 ccm n/10-alkoholische Lauge. 


Fiir C,,H,,O, Ber, 177,56%/,C 13,03°/,H; Aquiv.-Gew. 340,36. 
Gef. 17,9 (77,7) 12,8 (12,7) 342, 

Auch bei Fraktion b) wird der fiir Stearinsiure zu niedrige 
Schmelzpunkt und das zu hohe Aquivalentgewicht noch durch Bei- 
mengung von Behensiure verursacht. Die Behensiure wurde daraus 
durch abermalige fraktionierte Esterdestillation und 6 maligem 
Umkrystallisieren der héher siedenden Anteile aus Methylalkohol 
als Methylester isoliert. Schmelzp.51,5—52°. Daraus 0,2 g Behen- 
siure (aus Aceton umkrystallisiert). Schmelzp. 78,5—79°. 

0,0531 g Substanz verbrauchten 1,56 ccm n/10-alkoholische Lauge 

Aquiv.-Gew. Gef. 339. 

Wire unter den ungesiittigten Fettsiuren des Kephalins eine 
Siure der C,, ...-Gruppe in einigermaBen nennenswerten Mengen 
vorhanden, so hitte sie in dieser Zwischenfraktion b) so stark 
angereichert sein miissen, daB sie hier der Beobachtung nicht 
vollig hatte entgehen kénnen. 

Fraktion 4. Infolge des hohen Aquivalentgewichts von 366 
wurde zuniichst damit gerechnet, daB es sich hier im wesentlichen 
um Lignocerinséure C,,H,,0, (Aquiv.-Gew. 368,4) handelte. In- 
dessen fiihrte die fraktionierte Fallung mit Lithiumacetat aus 
siedend heiBer methylalkoholischer Lésung zu Siurefraktionen von 
niedrigeren Aquiv.-Gew. (345—358). Die drei ersten Fraktionen 
(Schmelzp. 74—75°), in welchen vor allem die héher molekulare 
Siiure sich hitte vorfinden miissen, wurden wieder vereinigt (1,6 g), 
zur weiteren Reinigung in die Methylester iibergefiihrt und diese 
einmal aus Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 52—52,5°. 
Daraus 1,0 g Behensdure (aus Aceton umkrystallisiert}. Glinzende 
Blattchen. Schmelzp. 76—76,5°. 


0,0518 g Substanz verbrauchten 1,51. ccm n/10-alkoholische Lauge. 
Aquiv.-Gew. Gef. 344. 


Zur Erzielung einer noch weiter gehenden Aufteilung 
des urspriinglichen Siuregemisches wurde zunichst die Fraktion 1 
mit den nach Schmelzpunkt und Aquivalentgewicht entsprechenden 
Anteilen der Fraktion 2 und 3 vereinigt. Reinigung durch fraktio- 
nierte Destillation der Methylester, ergab als niedrigst siedenden 
Anteil 2,1 g Methylester. Schmelzp. 36—37°% Daraus 1,7 g gut 
krystallisierte, praktisch reine Stearinsiiure (aus Aceton um- 
krystallisiert). Schmelzp. 67,5—68°. 
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0,0435 g Substanz verbrauchten 1,515 cem n/10-alkoholische Lauge. 
Aquiv.-Gew. Gef. 287. 

Zwei Stearinsiurepriparate (1,4 bzw. 1,7 g) von demselben 
Reinheitsgrad lieBen sich noch auf ihnliche Weise durch dfters 
wiederholte Esterdestillation unter Beniitzung des von Widmer!) 
empfohlenen Fraktionierkélbchens fiir kleine Substanzmengen aus 
den Zwischenfraktionen abtrennen. Schmelzp. 68—68,5°, bzw. 
67,5—68°. 

4,562 mg Substanz des einen Priiparats gaben 12,730 mg CO, und 


6,23 mg H,O. 


0,0495 g Substanz desselben Priparats verbrauchten 1,735 cem n/10- 


alkoholische Lauge. 
0,0455 ¢ Substanz des anderen Priiparats verbrauchten 1,59 cem n/10- 


alkoholische Lauge. 
Fir ©,,H;,0, Ber. 75,989, C 12,76°, H Aquiv.-Gew. 284,29 
ee TR a ee SD ce . 285 
Anderes Priparat: ~ 285 

Mischproben der Saiuren mit Stearinsiure Merck (puriss.) vom 
Schmelzp. 67—67,5° zeigten keine Schmelzpunktsdepression. 

Die beim Herausfraktionieren der Stearinsiiure angefallenen 
héher siedenden Ester verarbeitete man zusammen mit den beim 
Umkrystallisieren der Behensiuremethylesterfraktionen in Lisung 
gebliebenen Anteilen wieder auf Behensiure. Es wurden so noch 
0,9 g einer Séiurefraktion vom Schmelzp. 73—74° erhalten. 

0,0541 g Substanz verbrauchten 1,61 cem n/10-alkoholische Lauge. 

Aquiv.-Gew. Gef. 336. 

Die Bestimmung der in den hydrierten Fraktionen 1—4 
vorhandenen Mengen von Stearinsiure und Behensiure wurde 
folgendermaBen vorgenommen: 

6,3 g der in einem andern Versuch wie S. 223 u. 224, jedoch ohne 
zu fraktionieren, durch Destillation im Hochvakuum gewonnenen un- 
gesattigten Fettsiuremethylester wurden hydriert und das Hydrie- 
rungsprodukt nochmals im Hochvakuum destilliert, um die bei der 
ersten Destillation etwa mit iibergegangenen hochsiedenden Zer- 
setzungsprodukte zu entfernen. Nach Verseifung erfolgte die Ab- 
trennung des Unverseifbaren wie bei Fraktion 1 (S. 225). Die mit 
Mineralsiure aus den Kaliumsalzen freigemachten Fettsiuren wurden 
in frisch destilliertem Ather aufgenommen, die itherische Lisung 
wiederholt mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet, der 





1) Helvet. chim. Acta 7, 59 (1924). Die Destillation der hoch siedenden 
Ester in diesem Kélbchen war nur méglich bei Anwendung einer nicht auf 


einen Glasstab aufgewickelten Glasspirale. 
15* 
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Ather abdestilliert und die letzten Reste des Lisungsmittels durch 
Uberleiten eines Luftstroms in einer Hausmannschen Schale 
entfernt. Menge des so erhaltenen Fettsiuregemisches: 4,7 g. 
Schmelzp. 61—62,5°. 


Zur Titration wurde die pulverisierte Substanz noch im Vakuum iiber 
Schwefelsiure getrocknet. 


0,0586 (0,0510)g Substanz verbrauchten 1,785 (1,70) cem n/10-alkoholische 


Lauge. " 
Aquiv.-Gew. Gef. 300,5 (300), also Mittel: 300,25. 


Dieses Aquivalentgewicht kommt einem Gemisch von 72°/, 
Stearinsiure und 28°/, Behenséure zu. Demnach lieferten 6,3 g 
der destillierten ungesittigten Methylester 4,7 g hydrierte Fett- 
siuren, bestehend aus: 3,38 g Stearinsiure und 1,32 g Behensiure. 
Die Zahlen sind allerdings nur Minimalwerte, da sowohl die De- 
stillation als auch die Abtrennung des Unverseifbaren zu un- 
vermeldlichen Verlusten fihrt. 

Eine Mischprobe von Stearinsiure (Priparat Merck puriss.) 
vom Schmelzp. 67—67,5° und der oben isolierten Behensiure vom 
Schmelzp. 78,5—79° in dem berechneten Verhiltnis zeigt den 
Schmelzp. 61—62,5°. Er stimmt also mit dem des Fettsiure- 
gemischs genau iiberein. 

Das Unverseifbare. Aus den itherléslichen Teilen der nach der 
Verseifung erbaltenen fettsauren Salze der Fraktion 1, 2 und 8 konnte nach 
nochmaligem Verseifen mit etwa n/1-methylalkoholischer Kalilauge aus der 
Verseifungsfliissigkeit durch Ausschiitteln mit Petrolither eine stickstofffreie, 
neutrale Substanz gewonnen werden, die auch durch lingeres Kochen mit 
alkoholischer Lauge sich nicht mehr verseifen lieB. Sie wurde aus Alkvhol 
durch starkes Abkiihlen umkrystallisiert. Schmelzpunkt etwa 30° (unscharf). 

4,760 mg Substanz gaben 14,050 mg CO, und 5,67 mg H,0O. 

Gef. 80,5°/,C 13,3°/, H. 

Da die Einheitlichkeit der Substanz noch fraglich ist, so kann diesen 
Werten vorliufig noch keine gréSere Bedeutung zukommen. 

Die Substanz ist in Ather sehr leicht, in Athylalkohol leicht, in Methyl- 
alkohol schwer léslich. Aus einem Gemisch von Athyl- und Methylalkohol 
krystallisiert sie beim langsamen Abkiihlen auf 0° in diinnen, groBen Blitt- 
chen aus. 

In einem andern Versuch wurden 17,3 g der Fraktion der ungesittigten 
Fettsiiuren direkt hydriert und ohne zu destillieren auf Unverseifbares ver- 
arbeitet. Die Menge des Unverseifbaren betrug 5,7 g (Menge der Fett- 
siiuren: 10,6 g). Nach Abtrennung von 0,6 g eines in Essigester und Petrol- 
ther schwer léslichen, rein weiBen Produkts vom Schmelzp. 91—93° wurde 
das verbleibende, fast farblose Ol im Hochvakuum bei 0,04 mm Hg destilliert. 
Der Hauptteil (2,6 g) ging dabei verhiiltuismiBig konstant bei etwa 150° 
iiber, dann stieg das Thermometer rasch an und die Menge des bis 240° 
gewonnenen Destillats betrug nur noch 0,5 g. 
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Der bei 150° titbergehende Hauptteil wurde durch nochmalige fraktio- 
nierte Destillation in etwa 3 gleich grobe Fraktionen zerlegt, die sich in 
ihren Siedepunkten nicht merklich unterschieden. Farblose, wasserklare 
Fliissigkeiten. Alle drei Fraktionen wurden beim Abkiihlen auf 0° fest. 
Die erste Fraktion schmolz unterhalb 10°, die zweite bei 10—12° und die 
dritte bei 14—16°. Léslichkeit wie oben bei der Substanz vom Schmelzp. 30°. 


4,969 mg Substanz der Fraktion 2 gaben 14,155 mg CO, und 5,91 mg H,O. 
3,745 ,, ” ” ” 3 ” 10,635 ,,  ,, » 4,44 ,, ” 
2. Fr. Gef. 77,7°/,C 18,3°/, H. 

8, » 17,590 18,8°, H 


Ich hoffe bald niheres iiber die Natur dieser Substanzen berichten 
zu kénnen. 


Das atherunlésliche Bromierungsprodukt der Fraktion 
der ungesattigten Fettsauren. 


Kine Lésung der aus 260 g Rohkephalin gewonnenen Frak- 
tion der ungesittigten Fettsiuren in 750 ccm Eisessig wurde 
portionenweise mit einem geringen Uberschu8 Brom, das in der- 
selben Menge Eisessig gelést war, unter Kiskiihlung versetzt. Nach 
Stehen iiber Nacht im Eisschrank trennte man den ausgefallenen 
Bromkérper durch Zentrifugieren ab, wusch ihn mit Ather so 
lange bis er rein wei war und bis vom Ather nichts mehr auf- 
genommen wurde (24 g). Die Substanz beginnt bei 200° sich zu 
briunen und ist bei 260° noch nicht geschmolzen. 


4,945 mg Substanz gaben 4,645 mg CO, und 1,44 mg H,0. 


3,244 ,, ‘i « ee yp Tem. 
Fir C,.H,,Br,,0, (1129,47) Ber. 23,87°/,C 3,03°/, H 70,75°/, Br. 
»» CegH,,Br,0, (971,65) » 21,17 3,73 65,80 
Gef. 25,6 3,3 66,7 
[25,26 8,66 (Levene u. Rolf)| 


4 g des in 75 ccm Alkohol suspendierten Bromkérpers wurden 
durch 2 stiindiges Kochen mit 8 g Zinkstaub entbromiert. Nach 
Abtrennen des Zinkschlamms sauerte man die alkoholische Lisung 
mit verdiinnter Schwefelsiure an und schiittelte die ungesittigte 
Fettsiiure mit Petrolither aus. Petrolitherriickstand (letzte Reste 
des Lésungsmittels im CO,-Strom in der Hausmannschen Schale 
entfernt): 1,09 g. Schwach gelb gefirbtes, leicht bewegliches Ol. 
Aus den Zinkriickstinden konnten durch 3 stiindiges Auskochen 
mit 45ccm Eisessig und Ausschiitteln der Kisessiglésung mit 
Petrolather unter Zugabe von Wasser noch 0,15 g des Ols ge- 
wonnen werden. Ausbeute: 91°/, der Theorie. 

Die vereinigten Rohprodukte wurden nun durch ?/,stiindiges 
Kochen mit 5°/,iger methylalkoholischer Schwefelsiure verestert, 
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der Ester mit Petrolither unter Zugabe von Wasser ausgeschiittelt 
und nach Abdampfen des Lisungsmittels im Hochvakuum destilliert. 
Siedep.o,06 mm ug etwa 180°-0,98 g schwach gelb gefarbtes, fast 
geruchloses, leicht bewegliches Ol. 


0,0594 (0,0183) g Substanz verbrauchten 15,438 (4,84) eem n/10-Br-Lésung 
Fiir C,,H,.0, (346,80) Ber. Jodzahl 293,2 
1» CygH,0, (344,29) __,, » 68,7 
Gef. ,, 329 (835). 

Das in einem andern Versuch aus 12 g Bromkérper gewonnene 
Rohprodukt der hoch ungesittigten Siure wurde wie tiblich hydriert 
und etwa vorhandener Ester verseift. Die Zerlegung des nach 
der Verseifung aus der alkoholischen Lauge auskrystallisierten 
fettsauren Salzes fiihrte zu 1,41 g aus Aceton umkrystallisierter 
Siure. Schmelzp. 76—76,5°. 

0,0575 g Substanz verbrauchten 1,715 cem n/10-alkoholische Lauge. 

Aquiv.-Gew. Gef. 335,5. 

Die Hydrierung der durch Auskochen der Zinkriickstinde er- 
haltenen Anteile ergab noch 0,49 g Siure (aus Aceton umkrystalli- 
siert) von demselben Schmelzpunkt. 


0,0496 g Substanz verbrauchten 1,46 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
Aquiv.-Gew. Gef. 339. 


Zur weiteren Reinigung veresterte man die beiden vereinigten 
Hydrierungsprodukte (1,8 g). Der einmal aus der 40fachen Menge 
Methylalkohol umkrystallisierte Ester schmolz bei 53—53,5°% 


Ein Teil davon wurde verseift. Freie Siure (aus Aceton 
umkrystallisiert): 0,58 g. Schmelzp. 78—78,5° Glinzende 
Blittchen. 


0,0564 g Substanz verbrauchten 1,65 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
Aquiv.-Gew. Gef. 341. 


Den andern Teil verseifte man erst nach viermaligem Um- 
krystallisieren, wobei der Schmelzpunkt des Esters auf 53,5—54° 
anstieg. Freie Siiure (aus Aceton umkrystallisiert): 0,64 g. Schmelz- 
punkt 78,5—79° Glanzende Blattchen. 


4,591 mg Substanz gaben 18,085 mg CO, und 5,41 mg H,O. 
0,0584 g Substanz verbrauchten 1,71 ccm n/10-alkoholischer Lauge. 
Gef. 77,7°/, C 13,2 °/, H Aquiv.-Gew. 341. 


Die Mischprobe mit reiner Behensiure vom Schmelzp.80—80,5° 
schmilzt bei 79—79,5°, zeigt also keine Depression. 
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Bestimmung des Gehalts der Gesamtfettsauren der 
Kephalinfraktion an Sauren der C,,...- und der C,, .. ..Gruppe. 


Zur Bestimmung diente das in Spaltungsversuch V erhaltene 
Material. Die Fraktionen der gesittigten und die der ungesiittigten 
Fettsiuren wurden getrennt aufgearbeitet. 

Fraktion der gesittigten Fettsiuren. 

0,0381 g Substanz verbrauchten 1,00 cem n/10-Bromlésung. 

Jodzahl. Gef. 33,3. 

Durch Destillation der daraus gewonnenen Methylester im 
Hochvakuum: 4,6 g. Nun wurde hydriert, die Ester nach Ab- 
trennung des Katalysators durch einstiindiges Kochen mit iiber- 
schiissiger alkoholischer ‘Kalilauge verseift und die Liésung auf 
ein geringes Volumen eingeengt. Zur Abtrennung von etwa vor- 
handenen neutralen Substanzen suspendierte man dann die aus- 
gefallenen Kalisalze, ohne vorher zu filtrieren, in Ather, saugte 
ab und wusch gut mit Ather nach. Weitere Verarbeitung wie 
S. 227 u. 228. Menge der Fettsiiuren: 4,00 g. Schmelzp. 64—65°. 

0,0529 (0,0562) g Substanz verbrauchten 1,875 (1,98) cem n/10-alko- 
holische Lauge. 

Aquiv.-Gew. Gef. 282 (284), also Mittel: 283. 

Die Menge der in dieser Fraktion friiher nachgewiesenen 
niedrigeren Homologen der Stearinsiure ist demnach so gering, 
daB sie sich bei der Titration kaum mehr bemerkbar macht. 
Unter der Annahme, daB es sich um Palmitinsiure handelt, sind 
hier vorhanden: 

0,2 g Palmitinsiure und 3,8 g Stearinsiure. 

Fraktion der ungesittigten Fettsiuren. Fir die Be- 
stimmung wurden von den insgesamt 15 g dieser Fraktion 4,13 g 
verwendet. 


0,0252 g Substanz verbrauchten 3,10 cem n/10-Bromlésung. 
Jodzahl. Gef. 156. 


Um einwandfreie Werte zu bekommen, muBte hier so weit 
wie moglich verhindert werden, daB ein Teil der hoch ungesiittigten 
Saure infolge Oxydation und Polymerisation sich der Bestimmung 
entzog und dadurch des Verhiltnis sich zugunsten der offenbar 
viel schwicher ungesiittigten und deshalb weniger leicht ver- 
ainderlichen Sauren der C,, ...-Gruppe verschob. Das Ol wurde 
aus diesem Grunde direkt hydriert. Die Hydrierung, die zuniichst 
sehr glatt verlief, machte gegen Ende einige Schwierigkeiten. Um 
volistindige Siattigung zu erzielen, muBte unter Erneuerung des 
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Katalysators iiber 10 Stunden geschiittelt werden. Nach Ab- 
trennung des Katalysators und Abdampfen des Liésungsmittels wurde 
das Hydrierungsprodukt durch einstiindiges Kochen mit methyl- 
alkoholischer Schwefelsiure verestert und die durch Ausschiitteln 
mit Petrolither gewonnene Substanz im Hochvakuum destilliert. 
Menge des Destillats: 3,16 g. Verseifung und Abtrennung der 
neutralen Substanzen erfolgte wieder wie oben, nur daB hier noch 
eine Fallung der Siure aus itherischer Lisung mit alkoholischer 
Kalilauge vorgenommen wurde, um die vdéllige Entfernung der 
nicht unbetrichtlichen Menge der neutralen Substanzen zu gewdhr- 
leisten. Menge des Saéuregemischs: 2,12 g. Schmelzp. 61—62,5° 


0,0514 (0,0500) g Substanz verbrauchten 1,68 (1,64) cem n/10-alkoholische 


Lauge. - 
Aquiv.-Gew. Gef. 306 (305), also Mittel: 305,5. 


Demnach liefern 15g des Ausgangsmateriales 7,7 g hydriertes 
Fettsiuregemisch, bestehend aus: 

4,8 g Stearinsiure und 2,9 g Behensiure. 

Zusammenstellung des Resultats. 35 g der Kephalin- 
fraktion ergaben: 






































Palmitinsiure (?) | Stearinsiure Behensaure 
C,,H5,0, CigH 5,0, C,.H,,0, 

a s 4 
Fraktion d. ges. 
Fettsiuren (4,0 g) 0,2 3,8 — 
Fraktion d. unges. 
Fettstiuren (7,7 g) a= 4,8 2,9 
insgesamt (11,7 g) | 0,2 i 8,6 | 2,9 


Es handelt sich hier um Minimalwerte, da eine kleinere 
Menge Fettsiiuren der Bestimmung sich entzieht. Indessen 
diirften die Zahlen die Mengenverhiltnisse der einzelnen Fett- 
siiuregruppen in der untersuchten Kephalinfraktion mit befriedi- 
gender Genauigkeit wiedergeben. 


Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft danke ich 
fiir die bereitgestellten Mittel. 
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Uber die Einwirkung der Halogenessigsiurevergiftung auf 
die Léslichkeit der MuskeleiweiBkérper. 
Yon 
Gustav Embden und Ernst Metz. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Forschungsgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft.) 





(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Sept. 1930.) 


Neben den am Glykogen und verschiedenartigen phosphor- 
siurehaltigen Substanzen bei der spezifischen Funktion des Mus- 
kels sich vollziehenden Abbau- und Aufbauvorgingen konnten in 
neuerer Zeit auch Anderungen im Kolloidzustande der Muskel- 
eiwei8kérper als Tiatigkeitsfolge erkannt werden. 


Nachdem Abraham und Kahn!) in einer aus dem hiesigen Institut 
veréffentlichten Arbeit eine fortschreitende Verminderung der Fihigkeit des 
Muskels zur Synthese von Hexosediphosphorsaure unter bestimmten ionalen 
Bedingungen als Begleiterscheinung des fortschreitenden Absterbens auf- 
gefunden hatten, machten Embden und Jost’) ganz ibnliche Beobachtungen 
nach starker Muskelermiidung. Wéihrend aber die Verminderung der Syn- 
thesefiihigkeit des Muskels beim Absterben ein durehaus irreversibler Vor- 
gang ist, erwies sich die Verringerung der Synthesefihigkeit nach starker 
Ermiidung als ein unter geeigneten Erholungsbedingungen vdllig reversibler 
ProzeB. 

Fiir die in den Arbeiten der genannten Autoren ausgesprochene Ver- 
mutung, daB die unter den geschilderten biologischen Verhiiltnissen beob- 
achtete Verminderung der Synthesefihigkeit durch Veriinderung im Zustande 
jener Kolloide bedingt wiire, die die Einwirkung der Ionen auf den fermen- 
tativen Muskelstoffwechsel vermitteln, konnten von H. J. Deuticke®) wich- 
tige experimentelle Anhaltspunkte gewonnen werden. 

Deuticke fand nimlich, daB sowohl beim Absterben wie bei der 
Ermiidung der Muskulatur Anderungen in der Léslichkeit der Muskel- 
proteine auftreten, die in ihrer Richtung von der ionalen Zusammensetzung 





1) Diese Z. 141, 161 (1924). 
2) Diese Z. 165, 224 (1927). 
8) Pfliigers Arch. 224, 1 (1930). 
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der verwandten Extraktionsfliissigkeit, namentlich auch von der Wasser- 
stoffionenkonzentration, abhingig sind. Er zeigte ferner, da8 ein weit- 
gehender Parallelismus zwischen dem Grade der Léslichkeitsinderung und 
der Stirke der Verminderung der Synthesefihigkeit besteht und zwar sowohl 
beim Absterben, wie auch bei der Ermiidung des Muskels. 

Nach ausreichender Erholung von Kaninchen, deren Muskeln infolge 
heftiger Insulinkriimpfe eine starke Verminderung der Synthesefihigkeit 
und ebenso eine erhebliche Verinderung der Proteinléslichkeit gezeigt hatten, 
wurde die urspriingliche Synthesefahigkeit und gleichzeitig auch die ur- 
spriingliche Proteinléslichkeit wiederhergestellt. 

Durch die Gesamtheit der Untersuchungen von H. J. Deuticke und die 
daran sich anschlieBenden von J. Hensay') wurde, wie wir glauben, die 
schon im AnschluB an die experimentellen Ergebnisse von Abraham und 
Kahn und namentlich in den Arbeiten von Embden und Jost ausge- 
sprochene Vermutung zur GewiBheit, da8 die Verminderung der Synthese- 
fiihigkeit beim Absterben und bei der Ermiidung ursichlich aufs engste 
verkniipft ist mit Anderungen des kolloiden Zustandes von Muskelproteinen. 

Nach den von Embden und Jost im AnschluB an ihre Versuchsergeb- 
nisse entwickelten Vorstellungen soll es durch jeden intrayitalen chemischen 
ProzeB zu einer Kolloidzustandsinderung kommen, wiihrend umgekehrt 
durch jede Kolloidzustandsiinderung eine Anderung im Chemismus hervor- 
gerufen werden soll. Das kolloidische und das chemische System wirken 
hiernach unausgesetzt aufeinander ein, und durch diese immer wieder- 
kehrende gegenseitige Einwirkung beider Systeme soll nach den eben ge- 
nannten Autoren die Unaufhérlichkeit des vitalen Prozesses verursacht werden. 


Wenn diese Vorstellung zutrifft, sollte man erwarten, da 
tiefgreifende Abweichungen vom normalen Chemismus auch mit 
Verinderungen im kolloidischen Verhalten verbunden sind. 

Kine solche tiefgreifende Verinderung im Chemismus ist ge- 
rade an der Skelettmuskulatur vor kurzem von dem dianischen 
Forscher Lundsgaard?) aufgefunden worden.?) Lundsgaard 
stellte niimlich fest, daB nach der Vergiftung mit Jodessigsiiure 
und mit Bromessigsiure die Fahigkeit der Muskulatur zur Milch- 
siurebildung vollkommen verloren geht und die Muskeln trotzdem 
noch erhebliche Arbeit zu leisten vermégen. 

Auf die entscheidende Bedeutung dieser Entdeckung Lunds- 
gaards fiir unsere Anschauungen iiber den intermediiren Stoff- 
wechsel und den intermediiiren Energiewechsel bei der Muskel- 
kontraktion wurde bereits in einer kiirzlich veréffentlichten Arbeit 





) Pfliigers Arch. 224, 44 (1930). 

*) Biochem. Z. 217, 162 (1930). 

*) DaB Milchsiiurebildung bei der nach Bromessigsiiurevergiftung auf- 
tretenden Muskelstarre ausbleibt, hatte iibrigens schon Schwarz fest- 
gestellt: A. Schwarz u. A. Oschmann, C. r. Soe. Biol. Paris 91, 275 (1924); 


92, 169 (1925). 
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hingewiesen.') In dieser Arbeit wurden die experimentellen Be- 
funde Lundsgaards durchaus bestiitigt und einige neue an der 
Muskulatur bromessigsiurevergifteter Frésche beobachtete Be- 


funde mitgeteilt. 

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich nur mit den bei der 
Halogenessigsiurevergiftung gefundenen Verinderungen der 
Proteinléslichkeit. 


Methodisches. 


Die von uns angewandte Methodik der Bestimmung der Proteinlés- 
lichkeit lehnte sich eng an das von H. J. Deuticke geschilderte Vorgehen 
an. Fiir jeden Versuch wurden die Muskeln eines oder zweier Frésche 
benutzt; in der tiberwiegenden Mehrzahl der Versuche kamen Temporarien 
zur Verwendung. Die Gefangenschaftsdauer der Frésche war von Fall zu 
Fall verschieden, doch lag sie meist unter einer Woche und iiberschritt 
kaum je zwei Wochen. 

Die Muskeln wurden stets durch Eintauchen in fliissige Luft zer- 
froren. Die fiir jeden Ansatz verwandte Muskelmenge lag meist zwischen 
0,5 und 1,0g; nur in vereinzelten Versuchen war sie wesentlich geringer 
als 0,5 g. 

Zur Extraktion dienten in allen Fiillen 40 ecm eines Phosphatpuffer- 
gemisches vom py 7,20, das durch Vermischen einer m/10 primiren Kalium- 
phosphatlésung mit einer gleichfalls m/10 sekundiiren Natriumphosphatlésung 
hergestellt wurde. Die Wasserstoffionenkonzeutration des so gewonnenen 
Puffergemisches wurde mit der Gaskette bestimmt, ebenso in einer Reihe 
von Fallen die Wasserstoffzahl des nach 15 stiindigem Stehen im Eisschrank 
durch Filtration gewonnenen Muskelextraktes. Auch bei der Extraktion und 
Filtration richteten wir uns genau nach den Angaben Deutickes. 

Die an mehreren Extrakten gewonnene Wasserstoffzahl wich entweder 
gar nicht oder nur um ganz wenig von der des Extraktionsmittels ab. 

In gemessenen aliquoten Teilen der Filtrate wurden ganz entsprechend 
dem Vorgehen Deutickes der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 

An weiteren aliquoten Anteilen des Extraktes wurde die EnteiweiBung 
nach Schenck in der von Deuticke beschriebenen Weise vorgenommen 
und der Stickstoffgehalt der eiweiBfreien Filtrate ermittelt. Als Differenz 
des gesamten léslichen Stickstoffs und des Reststickstoffs wurde der Ki- 
weiBstickstoff in Prozenten der frischen Muskulatur errechnet. 


Versuchsergebnisse. 

In Tabelle I sind die Ergebnisse von 7 Versuchen an nor- 
malen Fréschen wiedergegeben. Fiir jeden der Versuche kam 
nur ein Tier zur Verwendung. Die Versuche 1—6 wurden an 
den linken und rechten Gastrocnemien von T’emporarien angestellt 
(in der Tabelle mit T gekennzeichnet), waihrend Versuch 7 an 





1) G. Embden, Klin. Woch. 8, 1337/1340 (1930). 
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Tabelle I. 
1 2 3 4 
Versuchs-| Froschzahl Léslicher Stickstoff in °/, des . boa 9 
nummer} und Art Muskelgewichtes léslichen 
me Eiweib- 
(Proto- | Datum des a | b tC aoe 
koll- Versuches | Gesamt. lésl. Rest- Eiweib- gréBeren 
nummer) 1930 Stickstoff stickstoff | stickstoff Wertes 
1m i117 o28V¥. 1,039 0,308 0,731 
1,033 0,298 0,735 0,54 
2 (8) |1T 11.IV. 1,070 0,294 0,776 
1,081 0,291 0,790 att 
8(13) | 1T 23. IV. 1,024 0,286 0,738 
1,004 0,286 0,718 2,71 
4(14) | 1T 23.IV. 1,243 0,313 0,930 
1,238 0314 | 0,919 1,18 
5(16) | 1T 24. 1V. 1,150 0,304 | 0,846 ; 
1,143 0,300 | 0,848 0,85 
6 (20) | 1T 30 IV. 0,941 0,271 0,670 
0,950 0,261 | 0,689 2,76 
7(53) |1E 4.VID 1,188 0,320 | 0,868 
1,175 0,294 | 0,881 1,47 

















einer Esculenta (EK) vorgenommen wurde. Aus der Reihe 3 geht 
hervor, dab die Unterschiede im Gehalt der beiderseitigen Muskeln 
an gesamtem lislichen Stickstoff (3a) und an Reststickstoff (3b) 
und demnach auch an léslichem Eiweibstickstoff (8c) nur gering- 
fiigig waren. 

In Reihe 4 sind die gefundenen Unterschiede des léslichen 
HKiweiBstickstofis in Prozenten des gréBeren Wertes errechnet. 
Nur zweimal iiberschreitet dieser Unterschied 2°/,, meist ist er 
viel geringer. 

Die Vergiftung mit Bromessigsiiure oder Jodessigsiiure wurde 
stets an Tieren vorgenommen, deren Plexus ischiadicus vor dem 
Versuch durchschnitten worden war. 


Die Vergiftung wurde manchmal schon am Tage der Durchschneidung, 
meist aber erst 1—2 Tage spiiter vorgenommen, In einem Teil der Ver- 
suche wurde eine Lésung der freien Siure injiziert, in einem anderen Teil 
eine soleche des Natriumsalzes. In allen spiteren Versuchen wurden den 
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Tieren pro Gramm Kérpergewicht 0,02 ccm einer in bezug auf Bromessig- 
siure 4°/,igen Lésung unter die Bauchhaut gespritzt, von der Jodessig- 
siure kamen entsprechend den Angaben Lundsgaards nur 0,01 cem einer 
gleich konzentrierten Lésung pro Gramm Kérpergewicht zur Verwendung. 

Unmittelbar vor der Zufuhr der Halogenessigsiure wurde unter Blut- 
stillung durch Massenligatur der eine Gastrocnemius pripariert und sofort 
in fliissiger Luft zum Erfrieren gebracht. Das vergiftete Tier wurde in 
einem Teil der Versuche schon getétet, bevor die Vorderextremititen starr 
geworden waren, in einem anderen Teil erst nach dem Starreeintritt an 
den Vorderbeinen. 


In Tab. II sind 15 Versuche zusammengestellt, in denen die 
Proteinléslichkeit in den Gastrocnemien vor und nach der Ver- 
giftung verglichen wurde. In den Versuchen 8—12, die an 
Temporarien angestellt wurden, verwandten wir zur Vergiftung 
eine Lésung der freien Bromessigsiiure. Hierbei kam es, wie 
aus Reihe 4 hervorgeht, ausnahmslos zu einer Verminderung der 
Muskeltrockensubstanz. 

Innerhalb der einzelnen Versuche ist jeweils in der ersten 
Horizontalreihe das Verhalten des normalen Muskels, in der 
zweiten dasjenige des nach der Vergiftung priiparierten Gastrocne- 
mius verzeichnet. 

Die in Reihe 5 angegebenen Werte fir den gesamten lis- 
lichen Stickstoff, den Reststickstoff und den EiweiBstickstoff des 
vergifteten Muskels sind bereits auf den Trockensubstanzgehalt 
des vor der Vergiftung entnommenen Muskels umgerechnet, und 
die Zahlen fiir beide Muskeln sind daher unmittelbar miteinander 
vergleichbar. 

Man sieht, daB in nahezu allen Versuchen eine starke Ver- 
minderung der Léslichkeit der Eiwei8kérper eingetreten ist. In 
den Versuchen 8 und 9 wurden die Muskeln der vergifteten Tiere 
schon etwa 1 Stunde nach der Einleitung der Vergiftung, noch 
bevor die Starre an den normal innervierten vorderen Extremi- 
titen eingetreten war, entnommen. Hier trat die stirkste von 
uns iiberhaupt bisher bei der Halogenessigsiiurevergiftung beob- 
achtete Liéslichkeitsminderung der KiweiBkérper ein (um 29°/, 
und 28°/, des am normalen Muskel beobachteten Wertes). Aber 
auch in den iibrigen Versuchen iibertrifft die Léslichkeitsabnahme 
den gréBten beim Vergleich der beiderseitigen Gastrocnemien 
von normalen Fréschen beobachteten Unterschied um ein Mehr- 
faches. 

Nur in dem an einer groBen Esculenta vorgenommenen Ver- 
such 22 findet sich kein auBerhalb der Fehlergrenze der Be- 
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stimmung gelegener Unterschied. Hier dauerte die Vergiftung 
aber nur 15 Minuten, Nach so kurzer Vergiftungszeit sind aber, 
wie in noch unverdffentlichten Versuchen festgestellt werden konnte 
auch das Milchsiiurebildungsvermégen und die Arbeitsfahigkeit 
der vergifteten Muskeln 6fters noch weitgehend erhalten. 


In den Versuchen 13—15 diente zur Vergiftung nicht die 
freie Bromessigsiure, sondern deren Natriumsalz. Man sieht aus 
dem Stab 4, daB in drei iibereinstimmenden Versuchen der ver- 
giftete Muskel eine Vermehrung des Trockengehaltes zeigte im 
Gegensatz zu dem bei Verwendung freier Bromessigsiiure beob- 
achteten Verhalten. Doch erfolgte auch hier, wie in allen anderen 
Versuchen, die Umrechnung der am vergifteten Muskel gefundenen 
Analysenwerte auf den Wassergehalt der normalen Muskeln. Die 
Verminderung der Léslichkeit der MuskeleiweiBkérper ist auch 
in diesen Versuchen sehr betrichtlich. 


In den Versuchen 16—22 erfolgte die Vergiftung nicht mit 
Bromessigsiure sondern mit Jodessigsiiure, wobei in den Ver- 
suchen 16 und 17 Temporarien, in den Versuchen 18—22 Escu- 
lenten zur Verwendung kamen. Im Versuch 17 wurde freie Jod- 
essigsiiure injiziert, in allen anderen Versuchen das Natriumsalz. 


Unter der Einwirkung der freien Jodessigséure in Versuch 17 
trat erhebliche Vermehrung des Wassergehaltes ein, was mit den 
Beobachtungen an den mit freier Bromessigsiure vergifteten 
Tieren iibereinstimmt. Die Wirkung des Natriumsalzes der Jod- 
essigsiure auf den Wassergehalt war dagegen nicht so einheitlich 
wie diejenige des bromessigsauren Natriums. Die Unterschiede 
liegen zum groBen Teil innerhalb der Fehlergrenze der Be- 
stimmung. In den beiden Fallen, in dem sie diese iiberschreiten 
(Versuche 20 und 22) hat ebenso wie beim Natriumsalz der 
Bromessigsiure eine Vermehrung der Trockensubstanz statt- 
gefunden. 

Der ,,Reststickstoff“-Gehalt war in fast allen Versuchen in den 
vergifteten Muskeln erheblich geringer als in den Normalmuskeln, 
und man kénnte daran denken, daf wihrend der Vergiftung eine 
Ausschwemmung der der Reststickstofffraktion angehérigen Sub- 
stanzen aus der Muskulatur erfolgte. Doch zeigten in den friiheren 
Versuchen von H. J. Deuticke und J. Hensay auch isolierte 
Muskeln unter Bedingungen, die zur Verminderung der Protein- 
léslichkeit fiihrten, 6fters ebenfalls eine Verringerung des Rest- 
stickstoffs. 
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In 5 Versuchen iiberzeugten wir uns iibrigens davon, daB 
wiihrend der Vergiftung keine merkliche Verminderung des Ge- 
samtstickstofigehaltes der Muskeln eintritt, wie aus der Reihe 7 
hervorgeht. Die in Versuch 16 gefundene Vermehrung nach 
der Vergiftung ist wohl auf einen Analysenfehler zuriickzufiihren. 


Die Verminderung des léslichen EiweiBes nach der Ver- 
giftung ist also nicht als der Ausdruck eines wihrend der Ver- 
giftung eintretenden EiweiBverlustes anzusehen. 

Es wurde bereits erwaihnt, dab H. J. Deuticke eine Ver- 
minderung der Proteinléslichkeit auch nach lange Zeit fort- 
gesetzter, stark ermiidender Muskeltitigkeit fand, ganz entsprechend 
der friiher unter den gleichen Umstiinden festgestellten Verminde- 
rung der Synthesefahigkeit. 

In den Versuchen, deren Ergebnisse in der Tab. III zu- 
sammengestellt sind, wurde nach beiderseitiger Durchschneidung 
des Plexus ischiadicus die Vergiftung mit freier Bromessigsiure 
eingeleitet. 90—120 Minuten nach der Injektion der Bromessig- 
siiure wurde der eine Muskel ohne vorherige Reizung, der andere 


Tabelle LV. 
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nach erschépfender direkter Reizung in fliissige Luft versenkt. 
Die sichtbaren Kontraktionen des Muskels, die zunichst meist 
sehr kriftig waren, hérten stets nach einigen Minuten auf, doch 
wurde die Reizung ohne Riicksicht darauf noch einige Zeit fort- 
gefihrt, sodaB sie im ganzen 8—11 Minuten dauerte. 

In allen Versuchen zeigte der gereizte, bromessigsiiure- 
vergiftete Muskel einen geringeren Gehalt an léslichem KiweiB 
als der ungereizte. Der sicherlich auch in diesen Versuchen 
schon wihrend des Lebens der Tiere eingetretenen Verminderung 
der léslichen Eiwei8kérper folgte also eine solche am tiitigen 
isolierten Muskel, die sich innerhalb weniger Minuten wiihrend 
der elektrischen Reizung ausbildete. Nur in den Versuchen 25 
und 27 liegt diese Verminderung innerhalb der an normalen 
Muskeln ermittelten Fehlergrenze der Bestimmung. 

In 5, in der Tab. IV zusammengestellten Versuchen war die 
Vorbehandlung der Tiere die gleiche wie in denen der Tab. III. 
Nach Unterbrechung des Versuches wurde der eine Muskel (a) 
wiederum sofort in fliissige Luft versenkt, der andere (b) wurde 
an den Elektroden aufgehingt und — wie in den Reizversuchen — 
erst nach 10 Minuten langem Hiingen im KopyloffgefaiB'), jedoch 
ohne vorherige Reizung, zum Erfrieren gebracht. Die Differenzen 
in den Mengen ldéslichen EiweiBes iiberschreiten nirgends die 
Fehlergrenzen der Bestimmungsmethode. Die in den Versuchen 
der Tab. II] gefundene Verminderung der Proteinléslichkeit in 
den spiter verarbeiteten Muskeln war also nicht etwa einfach 
Folge ihrer lingeren Aufbewahrung, sondern muB als Folge- 
erscheinung der Titigkeit angesehen werden. 


Zusammenfassung. 


1. Vergiftung von Fréschen mit Bromessigsiure und Jod- 
essigsiure fihrte in dem durch vorherige Durchschneidung des 
Plexus ischiadicus vor Starre geschiitzten Gastrocnemius zu einer 
starken Verinderung der Léslichkeit der MuskeleiweiBkérper 
gegeniiber der in normalen Vergleichsmuskeln gefundenen. Bei 
Verwendung eines Phosphatpuffers von bestimmter Normalitit 
und Wasserstoffionenkonzentration kam es zu einer Verminde- 
rung der Proteinléslichkeit. 

2. Dieses Ergebnis entspricht den von H. J. Deuticke beim 
Absterben und auch bei der Ermiidung normaler Muskeln ge- 





1) Kopyloff, E., Pfliigers Arch. 153, 222 (1913). 
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wonnenen Resultaten, und ebenso den Befunden dieses Forschers 
bei verschiedenen Starreformen. 

3. Die von vornherein gehegte Vermutung, daB gleichzeitig 
mit den tiefgreifenden Verinderungen im Muskelchemismus bei 
der Halogenessigsiurevergiftung auch eine Verinderung im Kolloid- 
zustande der Muskelproteine eintritt, konnte also als richtig er- 
wiesen werden. 

4, Der bei elektrischer Reizung innerhalb weniger Minuten 
eintretenden Erschépfung isolierter bromessigsiurevergifteter Mus- 
keln entspricht ein weiteres Fortschreiten der Kolloidzustands- 
inderung. 

5. Die an den Muskeleiwei8kérpern bei der Halogenessig- 
siurevergiftung feststellbare Kolloidzustandsinderung diirfte fiir 
das biologische Verhalten derartig vergifteter Muskeln yon hoher 
Bedeutung sein. 















































Darstellung von -Aminosduren. 
Von 
Bonifaz Flaschentriiger. ') 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17, August 1930.) 


I. Benzolsulfo-methyl-11-aminoundecansaure aus :,x-Undecylensaure. 
Von 
Bonifaz Flaschentriiger, Friedrich Halle und Takeshi Hosoda. 


Von den normalen w-Aminosiuren sind bisher nur die mit 
einer Kette von C,—C,, und C,, dargestellt worden.*) Syste- 
matische Darstellungsmethoden fehlen. Es gibt heute noch keine 
Methode, um in die endstaindige Methylgruppe einer langen Fett- 
siurekette unter Schonung der Methylengruppen der Kette, eine 
reaktionsfaihige Gruppe einzubauen. Man ist gezwungen von 
Substanzen auszugehen, bei denen dieser Kingriff schon erfolgt 
ist. Daher entfallen die normalen gesittigten Fettsiuren fiir die 
Synthese w-stindiger Aminosiuren. 

Besonders gut zur Einfiihrung von Aminogruppen eignen 
sich aber ungesiattigte Fettsiuren, deren Doppelbindung ent- 
gegengesetzt zur Carboxylgruppe am anderen Ende der Kette 
liegt. Aus der «,x-Undecylensiure, die uns von der Firma 
Schimmel & Co., Miltitz, in dankenswerter Weise zur Verfiigung 
gestellt wurde, sollte durch Anlagerung von Bromwasserstoff und 
Austausch des Halogens gegen Ammoniak die 11-Amino-undecan- 
siure zuginglich sein. 

Bei dem Versuch der Darstellung von 11-Amino-undecan- 
siure stieBen aber B. Flaschentriger und F. Halle’) un- 





1) Ausgefiihrt mit Mitteln der Forschungsgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 

2) Beilstein, 4. Aufl, IV, S. 465. 
5) Diese Z. 159, 286 (1926); vgl. auch Halle, Dissert., Leipzig 1928. 
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erwartet auf Schwierigkeiten. Die Hydrobromierung der Un- 
decansiure verlief immer so, dab die 10-Brom-undecansiure 
(Schmelzp. 35°) entstand und nie die 11-Brom-undecansiure 
(Schmelzp. 51°) nach Walker und Lumsden.) 


Durch Zusatz von Ferrobromid konnte die 10-Bromsiure 
nach Ausbeute und Aussehen besser als bisher erhalten werden. 
Erst als auf unsere Anfrage Sir J. Walker liebenswiirdigerweise 
durch Herrn Dr. Fairweather genaueste Arbeitsvorschriften 
sandte, gelang plétzlich die Darstellung der 11-Bromsiure gut. 
Im Gegensatz zu friiher wird jetzt die HBr-Anlagerung in petrol- 
itherischer Lésung statt in Toluol durchgefihrt. Nachdem einmal 
die 11-Siure erhalten war, gelang ihre Darstellung auch ohne 
besondere Trocknung oder andere VorsichtsmaBregeln. 


G. A. Perkins und H. 0. Cruz’) erhielten mit einer aus 
Ricinusé6l dargestellten Undecylensiure vom Schmelzp. 20—21° 
auch keine gute Ausbeute beim Behandeln mit Bromwasserstoff- 
gas in Toluollésung, trotzdem die Undecylensiure verschiedentlich 
gereinigt war. lLésten sie 100 g einer Undecylensiurefraktion 
vom Siedep. 175—182° (bei 20 mm) in 100 ccm 90°/,iger 
wiBriger Essigsiiure und 400 ccm Petrolither und leiteten an- 
fangs bei —10° bis zu den ersten Krystallen, dann bei Zimmer- 
temperatur Bromwasserstofigas ein, so erhielten sie sofort fast 
reine 11-Bromsiiure. In einer zweiten Methode leiteten sie HBr- 
Gas durch eine Undecylensiurelésung in 8 Volumen kalten, 
trockenen Petrolither. Dabei war je nach der urspriinglichen 
Destillation der Undecylensiiure, aus unerklarlichen Griinden 
einmal Methode 1, dann wieder Methode 2 besser. Bhatta- 
charya, Saletore und Simonsen®) lassen die Undecylensiure 
in eine gut gekiihlte 10—15°/,ige bromwasserstoffsaure Toluol- 
lésung allmihlich einflieBen und erhalten nach 2—3 Stunden 
Krystalle von 11-Bromsiure. Ein Grund fir das wechselnde 
Kintreten von HBr nach C-10- oder C-11-Stellung kann auch 
heute nicht angegeben werden. Wihrend bei 4a,f- und 48,7- 
Siuren das Halogen die von der Carboxylgruppe entferntere 
Methylengruppe besetzt, scheint mit der Linge der C-Kette der 
orientierende KinfluB der Carboxylgruppe immer mehr verloren 


1) J. of the chem. Soc. London 79, 1194 (1902); vgl. auch P. Chuit 
und Mitarbeiter, Helvet. chim. Acta 10, 175 (1927). 

*) J. of the Amer. Chem. Soc. 49, 1071 (1927). 

8) J. of the chem. Soc. London 1928, 2678. 
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zu gehen, und die Anlagerung von HBr an die Doppelbindung 
katalytischen Einfliissen oder Keimwirkungen zu unterliegen. 


Die Benzolsulfo-methyl-11-amino-undecansiure wurde analog 
der 10-Siure hergestellt, nur mit dem Unterschied, daB nicht 
mit Ammoniak, sondern mit Methylamin umgesetzt wurde. Wir 
brachten dadurch mit Sicherheit die Methylgruppe an die Amino- 
gruppe. Denn es ist auf analytischem Wege nicht mehr zu ent- 
scheiden, ob nach der Methylierung mit Dimethylsulfat ein Ge- 
misch von methylierter und nicht methylierter Siure vorliegt, 
wie die Schwierigkeiten beim biologischen Abbau der 10-Siure 
beweisen (a. a. O.). Die Methylaminosiure wurde schlieBlich, wie 
iiblich, benzolsulfoniert. 


Versuchsteil. 


11-Brom-undecansiiure: Br-+(CH,),,- COOH. 


92 g Undecylensiiure (?/, Mol.) wurden in 1 Liter trockenem 
Petrolither gelést und bei 0° lebhaft Bromwasserstoff eingeleitet 
bis zur vollkommenen Sittigung. Nach einiger Zeit krystallisiert 
die 11-Brom-undecansiure aus. Der Bromwasserstoff wurde durch 
Eintropfen in eine warme Mischung von gesittigter Bromwasser- 
stoffsiurelésung und rotem Phosphor gewonnen, zur Entbromung 
durch ein U-Rohr mit Glaswolle und Phosphorpentoxyd geleitet. 
Der iiberschiissige Bromwasserstoff wurde nach der Reaktion 
durch einen trockenen Luftstrom vertrieben. 

Die Rohausbeute betrigt etwa 90°/, d. Th. Durch Um- 
krystallisieren aus Petrolither von —15° werden 86—65°/, d. Th. 
rein erhalten. Schmelzp. 51°. 


Methyl-11-amino-undecansiure: CH,-NH-(CH,),,- COOH. 

10 g 11-Brom-undecansaure werden in 25—30 ccm absolutem 
Alkohol mit 36 g 37,5°/,iger alkoholischer Methyl-aminlésung 
(Merck etwa 10 Mol.) tibergossen, in einem kleinen eisernen 
Autoklav auf 90—110° 5 Stunden lang erhitzt. Nach Erkalten 
wurde auf dem Wasserbad abdestilliert und der briunliche riick- 
stindige Sirup noch warm mit viel Wasser versetzt. Beim Ab- 
kiihlen schieden sich nadelférmige Krystalle aus, die abgenutscht 
und mit kaltem Wasser gewaschen wurden. 

Nach Aufarbeitung der Mutterlauge wurden in mehreren Ver- 
suchen insgesamt 6—8 g = 74 — 100°/, d. Th. Rohausbeute er- 
halten. Sie farbten sich leicht gelblich und schmolzen bei 133°. 
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Aus heiBem Wasser mit Tierkohle gereinigt, krystallisierten 
6 g feine Nadeln, Reinausbeute = 74—76 °/, d. Th. Schmelz- 
punkt 136—137° 

4,112, 4,210, 5,470, 5,33 mg im Vakuum iiber P,O, bei 100° konstant 


getrockneter Substanz gaben 10,08, 10,33 mg CO,, 4,37, 4,39 mg H,0O, 
0,306 ecm N (755 mm, 22°) und 0,302 eem N (756 mm, 21°). 


C,,H,,0,N (215,2) Ber. 66,91°, C 11,71°, H 6,50%/, N 
Gef. 66,85 11,89 6,41 
» 66,92 11,67 6,54 


Léslichkeit: Im kalten Wasser und Alkohol lésen sich die 
Krystalle schwer, im heiBen leicht. In Ather und Chloroform 
sind sie unléslich, ebenso in Ammoniak. 

Benzolsulfonierung: 5,8 g Methyl-aminosiure wurden in einer 
Literflasche in ungefahr 300 com Wasser und verdiinnter Natron- 
lauge umgesetzt. Die rohe getrocknete Benzolsulfo-aminoundecan- 
siure wog 8,1 g. Zur Reinigung wurde die Saure in Ather mit 
Tierkohle gelést, filtriert und das Filtrat mit Petrolither in der 
Kalte bis zur beginnenden Triibung versetzt. Beim Stehen in 
der Kalte schieden sich schéne Krystalle aus. Nach 3—4 maliger 
Umkrystallisation werden 6,8g mit dem konstanten Schmelzpunkt 
von 47—48° erhalten. Durchschnittliche Ausbeute an roher Sub- 
stanz 85—88,5 °/,, an reiner 71—76°/, d. Th. 

4,14, 8,966, 6,29, 4,48, 9,24, 7,71 mg bei Zimmertemperatur iiber P,O, 
im Vakuum konstant getrockneter Substanz gaben 9,23, 8,84 mg CO,, 3,07, 
2,99 mg H,0, 0,23, 0,157 eem N (752 mm, 22°), 6,12, 5,02 mg BaSO,. 
C,sH_O,NS (855,8) Ber. 60,79°%, C 8,23°, H 3,94% N 9,02%, S 

Gef. 60,80 8,3 4,19 9,10 
» 60,65 8,43 4,06 8,94 


Léslichkeit: In Ather lést sich die Saure sehr leicht, in 
Wasser, Alkohol, Petrolither und Chloroform ist sie dagegen 
unléslich, in Erdalkalien léslich. 


Zusammenfassung. 


Die endstindig ungesittigten normalen Fettsiuren eignen 
sich gut zur Darstellung von w-Aminosiuren. Uber die 11-Brom- 
undecansiiure wird Methyl-11-amino-undecansiure dargestellt und 
in Benzolsulfo-methyl-11-amino-undecansiure ibergefihrt. 
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II. Der halbseitige Abbau der Sebacinsiure zur :+-Amino- 
pelargonsaure nach Jeffreys-Hofmann. 
Von 


Bonifaz Flaschentriiger und Fritz Gebhardt.*) 


Im Verfolg der Arbeiten zur Kenntnis des Fettstoffwechsels 4) 
beschaftigen wir uns mit der Darstellung m-stindiger Amino- 
siuren. Aus der c,x-Undecylensiure wurde iiber die 11-Brom- 
Undecansaure die 11-Amino-undecansiure’) in guter Ausbeute 
dargestellt. Aber die ungesittigten Siuren stellen kein leicht 
zugingliches Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung héherer w-Amino- 
siuren dar. Am besten geht man von Dicarbonséuren aus, und 
wandelt die eine Carboxylgruppe in eine Aminogruppe um. Zur 
Gewinnung reiner hoher Dicarbonsiuren wurde eine Untersuchung 
des Japanwachses *) durchgefihrt, die Heneikosandicarbonsaure-(1,21) 
neu aufgefunden und aus 100 kg Wachs 200g dargestellt. Bevor 
die Umwandlung dieser wertvollen Siure in die Aminobehensiure 
in Angriff genommen wurde, versuchten wir die fiir normale Fett- 
siuren vorliegenden Methoden auf die leicht zugingliche Sebacin- 
siure zu tibertragen, da im Schrifttum systematische Unter- 
suchungen iiber die Umwandlung von Dicarbonsiuren in Amino- 
siuren fehlen. Die von E. E. Blaise und L. Houillon*) aus- 
gefiihrte Darstelluagsweise von «-Aminocaprinsiure aus Nonan- 
a, 8-dicarbonsdure itiber NH,-CO-(CH,),-COOH entbebrt jeder 
naheren Angabe. 

Vor AbschluB unserer Versuche brachten C. Naegeli und 
G. Stefanowitsch) mit ihren Studien zum Abbau der Chaul- 
moograsdure auch eine Literaturzusammenstellung und kritische 
Wiirdigung der Methoden zum Abbau von hochmolekularen un- 
gesittigten Saiuren zu den um ein C-Atom airmeren Aminen. 

Der von Elisabeth Jeffreys*) verbesserte Hofmannsche 
Abbau von hochmolekularen Amiden mute, auf Amidsiuren 
héherer Dicarbonséuren angewandt, besonders brauchbar sein. 
Mit steigender C-Atomzahl verliuft bekanntlich der Hofmannsche 





*) Assistent der Medizinischen Universitéts-Poliklinik zu Leipzig. 
1) Diese Z. 159, 285 ff. (1927). 

2) Dieser Band, S. 245. 

8) Diese Z. 190, 120 (1930). 

4) C. r, Acad. Sci. 148, 361 (1906). 

5) Helvet. chim. Acta. 11, 609 (1928). 

6) Ber. chem. Ges. 30, 898 (1877); Amer. chem. J. 22, 14 (1899). 
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Abbau immer schwieriger und versagt in wabriger Lésung schlieB- 
lich ganz. Diese Schwierigkeit ist nach unserer Meinung bei 
den Amidsiuren insofern gemildert, da die Carboxylgruppen der 
héheren Dicarbonséuren gestatten, die lange Methylenkette ge- 
wissermafen aus zwei zusammengefiigten, um die Hilfte kiirzeren 
Monocarbonsiiuren aufzufassen. Wenn also der Abbau bei einem 
Amid mit einer Kette von 10C-Atomen noch geht, muBte er 
auch bei einer Amidsiiure mit 20C-Atomen noch durchfihrbar 
sein. Bisher war der Hofmannsche Abbau an héheren Amid- 
siuren noch nicht durchgefiihrt worden. Wir versuchten daher 
den Abbau an der leicht zugiinglichen Sebamidsiure?), um die 
Erfahrungen spiter am Abbau der sehr wertvollen hohen Siuren 
des Japanwachses zu erproben. 

Tatsiichlich gelingt der Abbau der Sebamidsiure zu #-Amino- 
pelargonsiure = 9-Amino-nonansiure gut. Es ist jedoch wesent- 
lich, da die Reaktion unter Kiskiihlung vor sich geht und daB 
erst das Brom und dann das Na-Methylat tropfenweise und unter 
Schiitteln sehr langsam zugegeben wird. Die Aminosiiure?) haben 
wir als Benzolsulfoverbindung isoliert. 


Versuchsteil. 


Carbomethoxy-9-Amino-nonansdure (Urethylan-N-.3-pelargonsiure) 
CH,- 0,C -NH-(CH,),- COOH. 

10 g Sebamidsaure mit Schmelzp. 126° werden unter leichtem 
Erwiirmen in 200 ccm absolutem Methanol gelést, nach dem Er- 
kalten unter stiindigem Schiitteln und Eiskihlung 2,6 com Brom 
= 2,1 Mol tropfenweise zugegeben. Unter Schiitteln und Eis- 
kiihlung werden dann 11 ccm Na-Methylat (aus 3,5 g = 3 Mol. 
metallischem Na in 100 ccm absolutem Methanol) im Verlaufe 
einer Viertelstunde zugetropft. Die Lésung, die klar bleiben 
muB, wird bei Zugabe des Broms dunkelgelb und entfarbt sich 
dann wieder. Man kocht !/, Stunde am RiickfluBkiihler, laBt er- 
kalten und macht dann mit konzentrierter Salzsiure kongosauer. 
Als Zeichen des richtigen Verlaufes der Reaktion tritt hierbei 
eine leichte Triibung auf, die auf Zusatz von viel Wasser — etwa 
1000 ccm — bis zur Bildung eines voluminésen weiBen Niederschlages 
zunimmt. Nach mindestens 1 stiindigem Stehen auf Kis wird der 


1) Diese Z. 159, 297 (1927). 
2) Beilstein, 4. Aufl., LV., S. 463 (1922); Votoéeck u. Prelog, 
Chem. Z. 1929, II, 579. 
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Niederschlag abgesaugt, mit Wasser chlorfrei gewaschen und zur 
Konstanz im Exsiccator getrocknet. Die rohe Urethylansiure 
wog 7,3 g und schmolz bei 74° Aus der Mutterlauge erhiilt 
man nach Neutralisation, Einengen auf die Halfte und Wieder- 
ansduern noch weitere 3,5 g mit einem Schmelzpunkt von 72°. 

Rohausbeute 10,8 g = 94°/, der Theorie. 

Nach 1 maligem Umkrystallisieren aus 350 ccm eines sieden- 
den Gemisches von 1 Teil Alkohol und 6 Teilen Wasser erhilt 
man reine Urethylansiure vom Schmelzp. 77°. 

Reinausbeute 8,45 g = 73,5°/, der Theorie als Mittelwert 
von 10 Versuchen mit je 10 g Sebamidsiure. 

Die hier angefiihrten Substanzen sind im Vakuum iiber P,O, bei 


Zimmertemperatur zur Konstanz getrocknet und nach der Methode von 
F. Preg! analysiert. 


4,545 mg Substanz gaben 9,54 mg CO, und 3,7 mg H,0. 


6,02 mg me » 09,303 cem N, bei 750 mm und 20°. 
C,,H.,0,N (231,17) Ber. 57,10%/, C 9,16% H  6,06% N 
Gef. 57,25 9,11 5,79 


Die Urethylansaure ist in den iiblichen organischen Liésungs- 
mitteln gut léslich, unléslich in Petrolither, in kaltem Wasser 
schwer léslich, in heiBem Wasser léslich. 


Spaltung zur Aminosiure und Benzolsulfonierung: (Benzolsulfo- 
#-Amino-pelargonsiure.) 
Zur Spaltung der Urethylansiiure wurde zuniichst in einem Vorversuch 
1 g mit 3 cem konzentrierter Salzsiure im Bombenrohr bei 200° 6 Stunden 
lang erhitzt. Analog wie bei der 10-Amino-undecansiiure') wurde die 
Aminosiiure benzolsulfoniert. Die erhaltenen Krystalle schmolzen bei 82° 
und nach mehrfachem Umkrystallisieren aus einem Gemisch von Wasser 
und Alkohol (1:1) konstant bei 87°. 
Die Spaltung wird aber besser nicht im Bombenrohr, sondern durch 
Kochen mit konzentrierter Salzsiiure durchgefiihrt. 


Urethylansiure wird mit konzentrierter Salzsiure am Riick- 
fluBkihler bis zur klaren Lésung gekocht. Nach dem Erkalten 
muB die Lésung klar bleiben. Bei unvollkommener Spaltung 
fallt noch geléste Urethylansiure beim Abkiihlen auf Zimmer- 
temperatur aus der vorher klaren, heiBen Lisung aus. Durch 
Ausschiitteln mit Ather kann man den Verlauf der Spaltung gut 
verfolgen, da die Urethylansiure gut atherléslich, das Chlorhydrat 
der Aminosiure aber unldslich ist. 

3 g Urethylansiure werden in 6 Stunden mit 20 ccm Siure 
vollig gespalten. Ansitze mit gréBeren Mengen miissen linger 


1) Diese Z. 159, 291 (1927). 
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mit Salzsiure gekocht werden. 30g Urethylansdure erforderten 
15 stiindiges Kochen mit 660 ccm konzentrierter Salzsiure. Am 
besten setzt man den nach 5Dstiindigem Kochen bei der Ab- 
kiihlung noch entstehenden Niederschlag erneut mit Salzsaure 
so oft an, bis alles auch in der Kilte gelést bleibt. 

Nach beendigter Spaltung engt man die salzsaure Lisung 
weitgehend ein, bis in der Kialte ein Krystallbrei von Amino- 
siure—Chlorhydrat erscheint, man lést ihn in 33°/,iger Natron- 
lauge und benzolsulfoniert wie iiblich. 

Aus 3g Urethylansiure wurden 4 g = 98,5°/, d. Th. aus 
39 g, 42,5 g¢ = 81°/, d. Th. an Benzolsulfo-amino-pelargonsiure 
mit dem Schmelzp. 85° erhalten. 

5,12, 4,71, 4,58, 4,73, 9,63, 10,52 mg Substanz gaben 10,83, 9,96 mg 
CO,, 3,47, 3,12 mg H,O, 0,176, 0,183 eem N, bei 766mm und 23°, 7,25, 
7,85 mg BaSQ,. 

C,,;H,30,NS (313,25) Ber. 57,47°/, C 7,40, H 4,479, N 10,23%, § 
Gef. 57,69 7,58 4,47 10,34 
» 57,67 7,41 4,5 10,25 

Die Benzolsulfo-aminononansiure bildet doppelbrechende 
Prismen. Sie lést sich gut in den iiblichen organischen Lésungs- 
mitteln. Unldéslich ist sie in kaltem Wasser und Petrolither, in 
warmen Ather, Toluol, Essigester und kochendem Wasser ist sie 


miibig léslich. 


Zusammenstellung der Ausbeuten in %). 



































Sebacinsiure 100 
Diithylester 90 | 100 
Monoiithylester . 65 | 72] 100 
Estersiurechlorid . 65 | 72] 100 
Sebamidsiureiithyl . ... . 57] 63} 88 | 100 
Sebamidsaures Barium . 55] 60} 84] 96] 100 
Sebamidsiiure, roh 50} 54] 76] 86] 90] 100 
; rein 47} 51} T1] 81} 85] 94]100 
Urethylansiure, roh . 44] 48] 67] 76] SO] 88] 94]100 
» rein. ail hl 35] 88] 53] 60] 68] TO] 74] 79 
Benzolsulfo-.+-aminopelargonsiure I 385] 88; 52] 59] 62] 69] 73] 78 
I = im kleinen; II = im groBen. II 28] 31; 43] 49] 51] 57] 60] 64 
Zusammenfassung. 


Nach dem Abbau von E. Jeffreys erhalt man aus Sebacin- 
siure-monoithylesterchlorid zu 43°/, +-Aminopelargonsiure, die 


man als Benzolsulfoderivat leicht isolieren kann. 
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III. Der halbseitige Abbau hoherer normaler Dicarbonsaéuren zu 
o-Aminosduren nach Naegeli-Curtius. 


Abbau der Sebacinsaiure zur -Aminopelargonsaure. 
Von 


Bonifaz Flaschentriiger und Friedrich Halle. 


Von den Wegen zum Abbau einer Carboxyl- zur Aminogruppe 
wurden zwei Methoden an Dicarbonsiuren halbseitig geprift. Nach 
dem von Jeffreys modifizierten Hofmannschen Abbau erhielten 
Flaschentriger und Gebhardt!) in guten Ausbeuten aus Sebamid- 
siure -Aminopelargonsiure. Als zweite Methode untersuchten 
wir die Anwendungsméglichkeit des von Naegeli und Stefano- 
vitsch?) modifizierten Curtiusschen Abbaus. 


Der Abbau nach Curtius hat sich fiir héhermolekulare Siiuren be- 
wibrt. Seine Nachteile sind eine lingere Reihe von Zwischenprodukten 
und unerwiinschten Nebenreaktionen, die besonders bei der Darstellung von 
Hydraziden ungesittigter Siuren auftreten. Daher erzielten Naegeli und 
Stefanovitsch beim Abbau der Chaulmoograsiure nur geringe Ausbeuten 
und suchten deshalb den Weg des Abbaues zu vereinfachen. Schon Curtius 
hatte Siiureazide nicht nur iiber die Hydrazide, sondern ausnahmsweise auch aus 
Saiurechloriden und Natriumazid dargestellt. Diese Methode wurde spiiter 
von Schroeter’) und von Stollé, Nieland und Merkle‘) und anderen 
mit Erfolg verwandt, doch nur zur Darstellung bestimmter Kérper, nicht 
im Rahmen eines geschlossen durchgefiihrten Abbaus. 

Unter Benutzung dieser Reaktion des Natriumazids fiihrten Naegeli 
und Stefanovitsch den abgekiirzten ,,modifizierten Curtiusschen Abbau“ 
ein, der in glatter, eleganter Umsetzung in zwei Phasen von der Carboxy]- 
zur Aminogruppe gelangen lift. Wir werden ihn im folgenden der Kiirze 
halber als Abbau nach Naegeli-Curtius bezeichnen, ohne damit in der 
Diskussion zwischen Lindemann‘) und Naegeli®) um die Prioritét und 
Benennung der Methode Partei nehmen zu wollen. 


Die Reaktion fiihrt in 1. Phase vom Saurechlorid durch Um- 
satz mit Natriumazid und Verkochen des intermediir entstehenden 
Saiureazids zu einem substituierten Isocyanat. Dabei wird die 
der Reaktion entsprechende Menge Stickstoff frei. In 2. Phase 
gelangt man durch Spaltung des Isocyanates mit Siure zum sauren 





1) Dieser Band S. 249. 

2) Helvet. chim. Acta. 11, 609 (1928). 

5) Ber. chem. Ges. 42, 2336, 3356 (1909). 

‘) J. prakt. Chem. 116, 192, 117, 185 (1927). 
5) Helvet. chim. Acta. 11, 1027 (1928). 

*) Helvet. chim. Acta. 12, 205 (1929). 
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Salz des Amins. Dabei wird die der Reaktion entsprechende Menge 
Kohlendioxyd frei. 

Die Eleganz der Reaktion liegt darin, daB sie in einem 
Kolben durchgefiihrt werden kann, und daB die freiwerdenden 
Gase leicht zu messen sind, sich somit sofort ein quantitatives 
Bild des Reaktionsverlaufes gewinnen lit. Die Methode ist nur 
anwendbar, wenn Saurechloride als Ausgangsmaterial darzustellen 
sind. Ihre Schwierigkeiten liegen im Umsatz des anorganischen 
Natriumazids mit dem organischen Siurechlorid und dem Mangel 
eines gemeinsamen Lésungsmittels. Man digeriert in Ather, Benzol, 
Xylol oder thnlichem Verkochungsmittel. Aus unerklirlichen 
Griinden traten auch bei uns gewisse Priiparate von Natriumazid 
nicht in Aktion. Nach unseren Versuchen scheint die Oberfliche 
des Salzes eine gewisse Rolle zu spielen, da frische feinkrystalli- 
sierte Priiparate gut, grobkrystallisierte kaum reagieren. Dazu 
kommen noch andere, unkontrollierbare Einfliisse, so daB man 
von ,,gutem“ und ,,schlechtem“ Natriumazid reden kann, von denen 
das letztere erst bei héherer Temperatur (héhersiedendes Ver- 
kochungsmittel) und lingerer Versuchsdauer und auch dann nur 
zum unvollstandigen Umsatz zu bringen ist. 

Die Methode wurde inzwischen in einer gréBeren Anzahl von 
Fallen von Naegeli, Griintuch und Lendorff!) und von Naegeli 
und Lendorff?) weiter ausgebaut und ist mannigfacher An- 
wendung fihig. 

Benutzt man in unserem Falle den Abbau nach Naegeli- 
Curtius zum Ersatz einer Carboxylgruppe der Dicarbonsiuren 
durch die Aminogruppe, so muB vorausgesetzt werden, da8 sich 
die Halbchloride, zweckmiéBig Dicarbonsiéure - monoester - mono- 
chloride, herstellen lassen. Von diesen Halbester - halbchloriden 
fihrt der Umsatz mit Natriumazid unter Erhitzen iiber die Azide 
zu den entsprechenden substituierten Isocyanaten R-OOC.(CH,), 
-N=C=O, die mit Salzsiure zu den m-Aminosiureester-chlor- 
hydraten gespalten werden. Man erhilt also aus den Dicarbon- 
siuren C, Aminosiiuren C,_}. 

Wir wandten die Methode zuniichst auf die Sebacinsiure an 
und erhielten vom Halbesterchlorid ausgehend 76°/, #-Amino- 
pelargonsiiure, die als Benzolsulfoverbindung durch Vergleich mit 
dem Priiparat von Flaschentraiger und Gebhardt identifiziert 





1) Helvet. chim. Acta. 12, 227 (1929). 
*) Helvet. chim. Acta. 12, 894 (1929). 
































Darstellung von w-Aminosiuren. 255 


wurde. Als Nebenprodukt der Spaltungsreaktion wurde Harnstoff- 
N.N’-di-%-pelargonséure vom Schmelzp. 158° isoliert. 

Die Reaktion lieB sich mit gutem Erfolg auf den Abbau einer 
hohen Dicarbonsiure mit 23 Kohlenstoffatomen iibertragen.') 


Versuchsteil. 


Umsatz des Halbchlorids zum substituierten Isocyanat: :+-Carbon- 
imido-pelargonsaureathylester, H,C,-OOC-(CH,),-N—C=0. 


Ausgangsmaterial: Sebacinsiiure-monoithylester-chlorid (9-Car- 
biithoxy-nonanoylchlorid, siehe G. M. Robinson und R. Robinson?®) und 
Flaschentriger’) wurde im Hochvakuum bei 0,001 mm und 115° als 
reines, geruch- und farbloses O1 destilliert. Es kristallisiert bei —10°.. — 
Das verwendete Natriumazid wurde nach der durch Naegeli und Stefano- 
vitsch verbesserten Vorschrift von Thiele‘) aus Hydrazinhydrat und 
Isoamylnitrit hergestellt und frisch verarbeitet. 

Apparatives: Fir die Umsetzung und Verkochungsreaktion sowie 
fiir die Spaltungsreaktion wurde eine Normalschliffapparatur benutzt, iihnlich 
den vonSchroeter und N aegeli angegebenen, bestehend aus Rundkolben mit 
Quecksilber-verschluBriihrer, RiickfluBkihler, Gaseinleitungs- und Ableitungs- 
rohr. Die bei den Reaktionen entstehenden Gase, Stickstoff oder Kohien- 
dioxyd, wurden in einem Azotometer iiber Quecksilber und Kalilauge bzw. 
Wasser aufgefangen, die Luft vorher durch Kohlendioxyd bzw. durch 
trockenes Salzsiuregas verdriingt. 


Umsetzung: 25g Sebacinsiure-iithylester-chlorid (—0,1 Mol) 
wurden mit 26g Natriumazid (=0,25 Mol) in 400ccm trockenem 
Xylol angesetzt und allmahlich bis auf 100° erhitzt. Schon bei 
Zimmertemperatur begann eine sehr langsame Stickstoffentwicklung, 
die erst bei 50° lebhaft wurde. Reaktionsverlauf: 


Nach 0,5 Stdn. bei 50° . .. . %50ccm 
Sa eee 
CA ees oe 
See Sree, 
a A eee CS , , 
ee ae ae. 


N, bei 21° und 763 mm. 
Stillstand der Reaktion, Umsatz = 90°/, d. Th. 


Die Lésung wurde von Natriumazid und Natriumchlorid ab- 
filtriert, das Xylol im Vakuum abdestiliiert. Als Riickstand blieb 
das rohe Isocyanat, #-Carbonimido-pelargonsiure-iithylester, ein 





1) Siehe folgende Mitteilung. 

*) J. chem. Soc. London 127, 175 (1925). 
8) Diese Z. 159, 297 (1926). 

4) B. 41, 2681 (1908). 








256 Bonifaz Flaschentraiger und Friedrich Halle, 


gelbes Ol von eigenartigem Geruch, das noch Ausgangsmaterial 
und Nebenprodukte beigemengt enthielt. Ausbeute 21,5 g (=94°/,). 


Spaltung des substitutierten Isocyanates. 


21,5 g rohes Isocyanat (=0,09 Mol) wurden mit 200 ccm 
37°/,iger Salzsiure (d=1,19) bis zum Stillstand der Gasentwick- 
lung etwa eine Stunde gekocht. Es werden etwa 1800 ccm CO, = 
etwa 85°/, d. Th. gemessen. Nach Abdestillieren der Salzsiure 
blieb das rohe #-Aminopelargonsiiure-ithylesterchlorhydrat als 
eine weibe bis gelbliche Masse zuriick, die dunkelbraune Harze 
und andere durch die Unvollstiindigkeit beider Reaktionen be- 
dingte Nebenprodukte beigemengt enthielt. Ausbeute, aus den 
abgespaltenen Gasmengen berechnet: 76°/, d. Th. (bezogen auf 
das Halbestersiurecblorid). 


Verseifung der Estergruppe und Abtrennung der Harnstoff- 
N, N’-di-:?-pelargonsaure, HOOC.(CH,),-HN-CO-NH.-(CH,), -COOH. 

Das rohe +-Aminopelargonsiure-ithylesterchlorhydrat wurde 
zur Verseifung der Estergruppe mit iiberschiissigem 0,2 n Natrium- 
hydroxyd 2 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Die nach Ab- 
filtration schmieriger Harze erhaltene goldbraune Seifenlésung 
wurde portionsweise mit Salzsiiure angesiiuert, um die vorhandenen 
Sauren in Freiheit zu setzen. Die ausgefillten Fraktionen wurden 
aus 50°/, igen Alkohol umkristallisiert. 

Die zuerst bei schwach lackmussaurer Reaktion ausgefallene 
schwerlisliche Siure erwies sich als die als Nebenprodukt des 
Abbaus schon zu vermutende Harnstoff-N, N’-di-+-pelargonsiure, 
Ausbeute: 0,7 g = 3,74°/, d.Th. vom Halbesterchlorid, Schmelz- 
punkt 158° korr. Mikro-Preg}: 


C,,H,¢0;N, (Mol.-Gew.) 872,80 Ber. 61,24°9/,C  9,759,H 7,53 %/, 
Gef. 61,01 9,78 7,17 
61,03 9,83 
Drei weitere bei lackmus- bis kongosaurer Reaktion ausge- 
fillte Fraktionen waren verseiftes Ausgangsprodukt, im ganzen 
4,6 g Sebacinsiure, Schmelzp. 131° (= 23°/, d. Th. vom Halb- 


esterchlorid). 


Isolierung der -Aminopelargonsiure als Benzolsulfoverbindung. 

Das salzsaure Filtrat enthielt die .+-Aminopelargonsiure als 
Chlorhydrat gelést. Durch Ubersittigen mit rauchender Salzsiure 
wurde der griéBte Teil des noch vorhandenen Natriumchlorids 
ausgesalzen, die Salzsiure im Vakuum abdestilliert, der Riick- 
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stand in Natronlauge aufgenommen und wie iblich benzolsulfo- 
niert. Die Benzolsulfoverbindung wurde mit Salzsiure ausgefillt 
und aus 50°/,igem Alkohol umkristallisiert. Ausbeute an reiner 
Benzolsulfo-:7-aminopelargonsiiure: 20g = 64°/, d. Th. auf Halb- 
estersiurechlorid berechnet, Schmelzp. 85° 


Eine Mischschmelzpunktbestimmung mit einem von Flaschentriger 
uud Gebhardt auf anderem Wege erhaltenen Priparat von gleichem 
Schmelzpunkt zeigt keine Depression. Mikro-Preg]: 

C,;H,3N,0,S (Mol.-Gew.) 313,25 
Ber, 57,479/,C  7,40%,H  4,47°/, N 


























Gef. 57,85 7,49 4,88 

Zusammenstellung der relativen Ausbeute in °%,. 
a ee eee ee ee ee |. 
ee ee ee 90 | 100 
Monoithylester .....,.+... 65} 72] 100 
Estersiurechloridroh . ..... . 65] 72] 100 

9 a ee ae” 59] 66] 91 {| 100 
Isocyanatverbindung .. . ee 53] 59] 82] 90%)}/100 
o- hataamslemmensinaccbiadagtte:. — 45] 50] 69] 76')}| 85') 100 
Benzolsulfo-d-aminopelargonsiure. . . 388] 42] 58] 64 | 64] 84 

Zusammenfassung. 


Es wurde die Anwendungsméglichkeit der von Naegeli 
modifizierten Abbaureaktion nach Curtius auf den halbseitigen 
Abbau normaler Dicarbonsiuren zum Zwecke der Darstellung von 
w-Aminosiuren an Sebacinsiure gepriift. Der halbseitige Abbau 
lieB sich vom Sebacinsiure-monoithylester-chlorid aus glatt zur 
.7-Aminopelargonsiure durchfiihren, die als Benzolsulfoverbindung 
‘rein zu 64°/, gewonnen werden konnte. 


IV. Der halbseitige Abbau hoherer normaler Dicarbonséiuren zu 
o-Aminosaiuren nach Naegeli-Curtius. 


Abbau der Heneikosandicarbonsaure-(1,21) zur ~-Aminobehensaure. 
Von 


Bonifaz Flaschentriiger, Ben Blechman und Friedrich Halle. 


Die laingste F ettsiiurekette hat bisher T. Hosoda’) in der 
Benzolsulfo-methyl-11-Aminoundecansiure am Hund untersucht 
und gefunden, daB sie leicht zu Benzolsulfo-methyl-3-aminopropion- 





1) Aus Gasmengen berechnet. 
*) Diese Z. 192, 264 (1930). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCII. 
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siure abgebaut wird; dies laBt sich zwanglos bei Annahme einer 
4maligen #-Oxydation erkliren. Das Natriumsalz der substi- 
tuierten Undecansaure ist noch gut in Wasser léslich. H.S. Raper 
und E. I. Wayne’) vermuten, daf Phenylnonyl- und Phenyl- 
caprinsiure auBer durch §-Oxydation auch noch auf andere Weise 
oxydativ abgebaut werden kénnen. 

In vorhergehenden Versuchen von Flaschentrager, Geb- 
hardt*) und Halle*) hat sich zur priparativen Gewinnung von 
w-Aminosiuren der halbseitige Abbau von normalen Dicarbon- 
siuren als praktisch brauchbar erwiesen; zwei Wege stehen zur 
Verfiigung: 1. Die Hofmannsche Umlagerungsreaktion, die von 
Jeffreys fir héhermolekulare, wasserunlésliche Siureamide da- 
durch zuginglich gemacht wurde, daf sie in alkoholischer Lésung 
arbeitet; 2. Die von Naegeli modifizierte Curtiussche Abbau- 
methode. Letztere fihrt vom Siurechlorid durch Umsatz mit 
Natriumazid, ohne daB man die Zwischenprodukte zu isolieren 
braucht, direkt zum entsprechenden Aminochlorhydrat, im Falle 
des Sebacinestersiurechlorids noch mit etwas besseren Ausbeuten 
als die erste Methode. Zur Uberfiihrung der von Flaschentrager 
und Halle‘) aus dem Japanwachs isolierten normalen Heneikosan- 
dicarbonsiure in die g-Aminobehensiure oder 22-Amino-dokosan- 
siure-(1) gaben wir deshalb dem zweiten Verfahren den Vorzug. 

Das Benzolsulfo-methylderivat dieser hohen m-Aminosiure 
soll zur Vervollstindigung der von Flaschentriger und Mit- 
arbeitern unternommenen Untersuchungen am lebenden ‘Tier 
dienen; denn die Saure stellt gewissermafen eine Stearinsiure dar, 
bei der ein Wasserstoff der endstindigen Methylgruppe durch den 
im Stoffwechsel unangreifbaren Rest: Benzolsulfo-methyl-f-amino- 
propyl ersetzt ist. Die Alkalisalze der Aminobehensaure sind in 
Wasser aber nahezu unléslich. Wir suchen daher vorerst einen 
Weg, wie wir die Verbindung in Lésung oder Emulsion dem 
Tierkérper in geniigender Menge rasch zufihren kénnen und 
werden niichstens dariiber berichten. 

Es sei vorausgeschickt, daB sich der Naegeli-Curtiussche 
Abbau auch auf diese hohe Kette trotz gewisser Schwierigkeiten 
infolge der Schwerléslichkeit der Verbindungen gut in halbseitiger 
Reaktion iibertragen lieB, mit einer Ausbeute von 65,8°/, des 





1) Biochemie. J. 22, 188 (1928). 
2) Diese Z. 192, 249 (1930). 
3) Diese Z. 192, 253 (1930). 
*) Diese Z. 190, 120 (1930). 
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reinen Aminosdurechlorhydrates auf das Estersiiurechlorid, mit 
46 °/, auf die freie Dicarbonsiure berechnet. Es wurden folgende 
neue Ké6rper dargestellt und im Versuchsteil beschrieben: 


1-Carbiithoxy-heneikosan-21-carbonsiiurechlorid Schmelzp. 59,9° korr. 


g-Aminobehensiure-chlorhydrat. . ... . 99 144,5° ,, 
g-Aminobehensiiure . ......... * 167° ‘ 
Benzolsulfo-g-aminobehensiiure . . . . . . 114,5° ,, 
Harnstoff-N, N’-di-g-behensiure . . ... . » ca. 110° 


Bei der Darstellung der hochmolekularen Halbestersiure, 
die schon in einer friiheren Mitteilung') im Zusammenhang mit 
den homologen Monoestersiuren als letztes Glied der Reihe kurz 
angegeben wurde, wihlten wir die Methode der Halbverseifung 
und anderten sie wegen der geringen Léslichkeit der Seifen etwas 
ab. Griin und Wirth?) arbeiten durch schnelles Zugeben von 
Alkali ,im Schwung“ in der Siedehitze, Brown und Walker’), 
Fairweather‘) lassen tagelang in der Kilte stehen. Ruzicka, 
Stoll und Schinz) geben alkoholische Natronlauge tropfenweise 
unter Riihren in der Kalte zu. Wir erhielten die besten Resultate 
durch langsames Verseifen in der Hitze bei stets gering ge- 
haltener Alkalitit. 

Die Methode der Halbveresterung zur Darstellung von Mono- 
estersiuren ist von Contzen-Crowet®) durch Anwendung des von 
Wuyts’) naher definierten Azeotropismus, der Erscheinung kon- 
stanten Siedepunktes von Gemischen, praktisch ausgebaut worden. 
Wir hielten sie fir unseren Fall fiir zu kompliziert, méchten da- 
gegen auf eine neue, allgemeine Gewinnungsmethode hinweisen: 
Fourneau und Sabetay’) gelangten einfach durch gemeinsames 
Erhitzen Aquimolekularer Mengen von Dicarbonsiure und ihres 
neutralen Esters zu den Dicarbonsiuremonoestern, deren zuneh- 
mende Bedeutung fiir die organische Synthese sie eingehend wiir- 
digen und belegen. Diese Reaktion scheint uns einer Priifung an 
hohen Sduren wert, obgleich sie etwas geringere Ausbeuten liefert. 





1) Diese Z. 190, 120 (1930). 

*) Ber. chem. Ges, 53, 2206 (1922). 

*) Trans. Roy. Soc. Edinburgh 36, 211 (1890); Liebigs Ann. 261, 107 
(1891). 

4) Proc. Roy. Soc. Edinburgh 45, 23, 283; 46, 71 (1926). 

5) Helvet. chim. Acta 11, 1179 (1928). 

6) Bull. Soc. chim. Belgique 35, 165 (1926). 

7) Bull. Soc. chim. Belgique 33, 167 (1924). 

8) Bull. Soe. chim. France [4] 41, 537 (1927); 43, 859 (1928); 45, 834 


(1929). 
i fag 
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Die Darstellung des Halbestersiurechlorids bietet nach her- 
kémmlicher Weise mit Thionylchlorid keine Schwierigkeiten. Der 
Umsatz mit Natriumazid geht bei Anwendung des schon er- 
wihnten ,guten“ Priparates glatt vonstatten. Das Produkt der 
Umlagerungsreaktion, das substituierte Isocyanat, wurde nicht 
isoliert, sondern sofort in der xylolischen Lésung mit Salzsiure 
gespalten. Die Abtrennung des entstehenden Aminosiurechlor- 
hydrates wurde durch seine Schwerléslichkeit sehr begiinstigt. Die 
Charakterisierung der freien Aminosiure fihrten wir nur mit 
einer Probe durch. 

Die Benzolsulfonierung gelang nach der iiblichen Methode 
nur sehr schlecht bei groBer Verdiinnung, da das Natriumsalz 
fast unléslich ist. Der direkte Umsatz des Chlorhydrates mit 
Benzolsulfochlorid in der Wiarme fiihrte dagegen zu befriedigen- 
den Ausbeuten. 

Neben der in Xylol léslichen Isocyanatverbindung trat bei 
der Umlagerungsreaktion ein unléslicher Kérper auf, der mit dem 
iiberschiissigen Natriumazid abfiltriert wurde, wahrscheinlich ein 
polymerisiertes Isocyanatderivat. Durch Hydrolyse wurde daraus 
der substituierte Harnstoff als Nebenprodnkt der Abbaureaktion 
gewonnen, wie schon beim halbseitigen Abbau der Sebacinsiure. 


Versuchsteil, 


Monoathylester der Heneikosandicarbonsiure. 
HOOC.- (CH,),, -COOC,H,. 

44,0 g (0,1 Mol.) reiner Heneikosandicarbonsiure-diithylester 
vom Schmelzp. 61,5° wurde in einem 2 Liter Normalschliffkolben 
mit Tropftrichter und RiickfluBkihler in 500 ccm Alkohol heiB 
gelést und etwas Phenolphthalein zugesetzt. Bei schwachem 
Sieden auf dem Wasserbad wurde die fiir die Halbverseifung 
berechnete Menge 0,2 n-alkoholische Natronlauge, das sind 500 ccm, 
siedend heii im MaBe des Alkaliverbrauches allmahlich zuflieBen 
lassen, so daB die Lésung immer nur schwach alkalisch blieb. 
Nach 4 Stunden war das berechnete Alkali verbraucht. 

Der Alkohol wurde im Vakuum abdestilliert und der trockene 
Riickstand, ein Gemisch von Diithylester, Monoiithylesternatrium- 
salz und Dinatriumseife und von Natriumhydroxyd zur Entfernung 
des nicht verseiften Di-ester mit 500 ccm siedendem Petrolither 
extrahiert. Die Seifen wurden in heifem Wasser aufgenommen 
und mit Salzsiure in die Siure und Athylhalbestersiure iber- 
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gefiihrt. Wir trockneten die abgenutschten Siuren und lésten 
die Esterséure durch 5maliges Ausziehen mit heiBem Petrol- 
ither heraus. 

Als Riickstand blieb die Heneikosandicarbonsiiure (7,8 g = 
20,3 °/, d. Th.), sie wurde wieder verestert und zusammen mit 
dem nicht umgesetzten Ausgangsmaterial (8,8 g = 20,0°/, d. Th.) 
erneut halbverseift. 

Der Heneikosandicarbonsiure-monoithylester krystallisiert 
aus Petrolaither in durchsichtigen Blittchen vom Schmelzp. 83,3° 
korr. Ausbeute 15,9 g = 38,6°/,, die Ausbeute steigert sich bei 
zwei Retourgingen auf 64 °/,. 

Mikro-Pregl: 
C.3H,,0, (Mol..Gew. 412,4) Ber. 72,75°/, C 11,73 °/, H 
Gef. 72,64 11,85 
» 12,54 11,74 
1-Carbathoxy-heneikosan-21-carbonsaurechlorid. 
H,C,00C - (CH,),,-CO- Cl. 

41,2 g (0,1 Mol.) Heneikosandicarbonsiure- monoithylester 
wurden mit dem 20fachen Uberschu8 reinstem Thionylchlorid, 
237,9 g, in einem 500 ccm Normalschliffkolben mit RiickfluB- 
kiihler in absolut trockener Apparatur umgesetzt. Die Reaktion 
begann spontan bei Zimmertemperatur. Bei langsamen Erwirmen 
auf dem Wasserbad erreichte die Salzsiiureabspaltung in etwa 
1 Stunde ihr Maximum bei 50—60° und war nach weiterem Er- 
wirmen auf 70—80° in 2 Stunden beendet. Nach Auswechsela 
des Kiihlers durch einen Claisenaufsatz wurde das iiberschiissige 
Thionylchlorid im Vakuum abdestilliert und der rein weiBe Riick- 
stand im Vakuumexsiccator iiber Phosphorpentoxyd aufbewabrt, 
Ausbeute 43,1 g = 100°). 

Ein Versuch, dieses rohe Halbestersaéurechlorid im absoluten 
Vakuum zu rektifizieren, miBlang wegen Zersetzung. Durch Um- 
krystallisieren aus absolut trockenem, reinem Hexan wurde ein 
analysenreines 1 -Carbathoxy -heneikosan-21-carbonsdurechlorid 
vom Schmelzp. 59,9° korr. erhalten. 

Mikro-Pregl: 
C,;H,,0,Cl (Mol.-Gew. 480,8) Ber. 69,64°/, C 10,99°/, H 8,239, Cl 
Gef. 69,52 11,08 8,15 
g-Aminobehenséure H,N-(CH,),, -COOH,. 

28,4 g (0,066 Mol) rohes Estersiurechlorid wurden in 400 ccm 
trockenem Xylol gelést und langsam zu 22g Natriumazid, d. i. 
etwa 5facher UberschuB, in die Umsetzungsapparatur (vgl. vor- 
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hergehende Mitteilung) flieBen lassen. Die Stickstoffabspaltung 
setzte spontan langsam bei Zimmertemperatur ein und wurde 
durch Erwirmen in lebhaften Gang gebracht. Reaktionsverlauf: 


Nach 0,5 Stdn. bis ee 95 ccm 
m+ . ks og: ee 
ae i ye eee 
20 ,, ee. = 
25° ,, m Mt .a +4 Ra 
8,0 4, i Mt + «0 ar 


N, bei 24° und 738mm. _  Stillstand der Reaktion, Umsatz = 99°/, d. Th. 

Das iiberschiissige Natriumazid wurde zusammen mit schwer- 
léslichen organischen Nebenprodukten (vgl. unten das Harnstoff- 
derivat) abgesaugt, gewaschen und getrocknet. Das xylolische 
Filtrat enthalt die Isocyanatverbindung gelést, sie wurde in Lé- 
sung der Spaltung unterworfen. 

Nachdem die Luft in der Umsetzungsapparatur durch Salz- 
siuregas vertrieben war, wurde die Isocyanatlésung hineingegeben, 
allmihlich 750 ccm rauchende Salzsiure zugesetzt und 21/, Stunde 
gekocht. Das abgespaltene Kohlendioxyd wurde aufgefangen und 
gemessen: 1184ccm CO, bei 21° und 749mm = 74,0°/, d. Th. 
auf Estersiurechlorid berechnet. 

Das +-Aminobehensaurechlorhydrat schied sich im Verlauf der 
Reaktion aus und wurde nach 12Stdn. abgesaugt und aus Alkohol um- 
krystallisiert: glanzende Blittchen vom Schmelzp. 144,5° korr., Aus- 
beute rein: 17,0g = 65,8°/, d.Th., auf Estersiurechlorid berechnet. 

Mikro-Preg]: 
C,,H,,0,NCl (Mol.-Gew.) 391,8 
Ber. 67,37°/, C 11,84°/, H 3,57°/,N  —-9,05°/, Cl 
Gef. 68,01, 67,56, 67,57°/, C 11,78, 11,76, 11,79°/, H 3,49 8,91 

Zur Gewinnung der freien Aminosiure wurde eine kleine 
Probe des Chlorhydrates in Alkohol gelést und mit alkoholischer 
Natronlauge genau neutralisiert. Aus dem ausgefallenen Gemisch 
des Salzes und der freien Saure wurde durch fraktionierte Um- 
kristallisation aus Alkohol die g-Aminobehensiure als weiBes, 
feinkristallisiertes Pulver vom Schmelzp. 167° korr. erhalten. 


Nach der Mikro-Pregl-Analyse handelt es sich hier um eine fast 
reine Aminosiure. 


C,,H,,0,N (Mol.-Gew.) 355,4 Ber. 74,29°9/,C 12,769,H  8,94°/N 
Gef. 73,21 (!) 12,88 4,04 
73,02 (!) 12,76 


Benzolsulfonierung: 2,0g qm-Aminobehensiurechlorhydrat 
wurden unter Feuchtigkeitsausschlu8 in 20g Benzolsulfochlorid 
gelést und 8 Stunden auf 130° erhitzt. Das tiberschiissige Benzol- 
sulfochlorid wurde durch Kochen mit Natronlauge hydrolysiert, 
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dabei fiel das Natriumsalz der Benzolsulfoaminosiure aus. Wir 
fihrten es durch Umkristallisieren aus Eisessig in die freie Siure 
iiber. Weitere Umkristallisation aus Alkohol lieferte reine, fein- 
krystallisierte Benzolsulfo-q-aminobehensiure vom Schmelzp. 114,5° 
korr., Ausbeute: 1,4g = 55,3°/, d. Th. Mikro-Pregl: 


C,,H,,O,NS (Mol.-Gew.) 495,35 

Ber. 67,82°/, C 9,97°9/,,H 2,82°/,N  6,479/,S 

Gef. 67,72 10,00 3,02 6,35 
67,76 9,86 6,27 


Harnstoff-N,N’-di-g-behensaure 
HOOC.(CH),, -HN-CO.NH.(CH,),, -COOH. 

Das zusammen mit dem Natriumazid abfiltrierte unlésliche 
Nebenprodukt der Abbaureaktion wurde zur Entfernung des an- 
organischen Salzes mit Wasser extrahiert, getrocknet und die 
gelbliche Substanz (4,6 g) in 150 ccm Xylol gelést und 12 Stunden 
mit rauchender Salzsiure gekocht. In Analogie zur Spaltung des 
Isocyanates zum Aminosaurechlorhydrat schied sich ein Niederschlag 
aus. Er wurde abgesaugt, getrocknet, aus Alkohol umkrystallisiert 
und erwies sich als reine, noch leicht gelblich feinkrystallisierende 
Harnstoff-N, N’-di--behensiure vom Schmelzpunkt etwa 110° Aus- 
beute: 4,5g = 18,5°/, d. Th. auf Estersiurechlorid berechnet. 

Mikro-Preg]: 
C,,H,,0;N, (Mol.-Gew.) 736,7 Ber.  73,8°/, C 12,04°9,,H 3,80, N 

é; Gef. 18,57 12,04 8,64 


Zusammenstellung der relativen Ausbeuten in °%,. 























Heneikosandicarbonsiiure. . .. . 100 
er eer ae ee 99 | 100 
Monoiithylester . ....... 63] 64 100 
Monoestersiiurechlorid. . ... . 63 64 100 
g-Aminobehensiurechlorhydrat roh . 47 47 74 | 100 

‘ rein . 42 | 42 65,8} 89 | 100 
Benzolsulfo-g-aminobehensiiure. . . 23 23 36 49 55 

Zusammenfassung. 


Mit Hilfe des von Naegeli und Stefanovitsch modifizierten 
Curtiusschen Abbaus wurde aus dem Monoithylestersiurechlorid 
der Heneikosandicarbonsiure-(1,21) die g-Aminobehensiure ge- 
wonnen und im Zusammenhang damit einige Derivate dieser langen 
Kohlenstoffkette darstellt. 
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Das Verhalten der Benzolsulfo-methyl-11-aminoundecansaure 
im Tierkérper. 


Von 
Takeshi Hosoda. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.’) 
(Der Redaktion zugegangen am 17, August 19380.) 


Die w-stindigen benzolsulfonierten Methylaminosiuren sind 
in den Versuchen von B. Flaschentriger und Mitarbeiter’) zu 
Saiuren mit 3C- bzw. 4C-Atomen abgebaut worden und damit ein 
weiterer Beitrag fiir die Giiltigkeit der Theorie der f#-Oxydation 
von F. Knoop und Dakin gebracht worden. 

Wie verhalten sich Fettsiuren mit ganz langen Ketten? 

Um diese Fragen zu priifen, sind seit einiger Zeit Versuche 
am hiesigen Institut im Gange, w-stindige Aminosiuren aufzubauen. 
H. S. Raper und E. J. Wayne’) sprechen auf Grund ihrer quanti- 
tativen Studien an Phenylfettsiuren die Vermutung aus, daB bei 
Phenylfettsiuren mit langeren Ketten auBer der £-Oxydation noch 
eine andere Oxydation statthat. Aber wenn die hohen Phenyl- 
fettsiuren mit 9 und 10C-Atomen nicht quantitativ im Harn ab- 
gebaut erscheinen, so ist tiber den Abbauweg noch nichts End- 
giiltiges zu sagen; denn sie kénnen ja auch irgendwo als schwerer 
verbrennliche Substanzen liegen bleiben. 

Man muB versuchen, Zwischenprodukte des Abbaus zu fassen. 
Das ist bisher bei der Oxydation von Phenylfettsiuren mit niederer 
C-Kette gelungen (Dakin, Friedmann). Der Abbau hochgliedriger 
Fettsiuren ist deshalb besonders schwierig zu studieren, weil die 





1) 12. Beitrag zur Kenntnis des Fettstoffwechsels. Von B. Flaschen- 


traiger. 
*) Mitteilang I—VII, Diese Z. 159, 258—320 (1927); VII. Diese Z. 238 
(1927); IX. Z. Biol. $7, I. (1927); X. Ber. der math.-phys. Klasse d. Sichs. 
Akad. d. Wiss. zu Leipzig 79, 158 (1927); XI. Diese Z. 174, 302 (1928). 

8) J. of Biochem 22, 188 (1928); siehe auch A. Quick, J. of biol. 


Chem. 77, 581 (1928); 80, 515, 527, 535 (1928). 
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normalen Zwischenprodukte rein zahlenmiBig viel gréBer sind 
und nach allem, was wir glauben, im geregelten Verlauf immer 
nur in ganz geringer Menge auftreten werden, bevor ein neues bis 
dahin unberiihrtes Molekiil angegriffen wird. 

Wir studierten daher den Abbau an der zur Zeit zugiinglichen 
héchstmolekularen w-Aminosiure, der Benzolsulfo-methyl-11-amino- 
undecansiure.') Wie friiher, wurden einem 20 Kilo schweren Hund 
im Tag nicht mehr als 1 g Siure als Na-Salz verabreicht. Sie 
wurde erwartungsgemiB zu Benzolsulfo-methyl-3-aminopropion- 
siure abgebaut. Wie aber verhilt sich der Tierkérper, wenn 
ihm ein groBer Uberschu8 der doch immerhin kérperfremden Siure 
einverleibt wird? Zu unserer Uberraschung vertrug derselbe damals 
17,3 Kilo schwere Hund nicht nur 10g der Siure, also 0,58 g 
je Kilo und Tag, sondern er baute sie auch zum allergréften 
Teil sofort zur ,,Propionsiure“ ab. 67°/, der ,,Propionsiure“ 
wurden isoliert, Zwischenprodukte konnten nicht gefaBt werden. 
Demnach durchliuft der oxydative Abbau die Fettsiurekette ziem- 
lich rasch. Zu eindeutiger Beantwortung der von uns gestellten 
Frage fiihrte dieser Versuch also nicht. Denn wenn auch am 
ersten Tag 35°/, des erwarteten Abbauproduktes in reiner Form 
erhalten wurden, so war entweder die verabreichte Menge noch 
zu gering oder der Abbau trotz subkutaner Zufuhr doch so ver- 
zogert, daB das Zwischenprodukt sich nicht angereichert haben 
konnte. Obgleich diese Versuche, ahnlich wie Rapers Ergeb- 
nisse an hohen Phenylfettsiuren gewonnen, das Endprodukt der 
f-Oxydation nicht quantitativ ergeben haben, kann doch daraus 
nicht die Annahme begriindet werden, daB y- oder d-Oxydation 
stattgefunden hat. 

Tierversuche. 

a) Mit kleinen Mengen. Ein groBer Hund (19,8 kg) wurde 
ausschlieBlich mit Reis gefiittert. Acht Tage lang wurden ihm 
Benzolsulfo-methyl-11-amino-undecansiure als Natriumsalz unter 
die Haut eingespritzt, und zwar morgens und abends je 0,5 g, 
im ganzen 8g. Am 9. Tage bildete sich wohl infolge Infektion 
an einer Injektionsstelle ein spiter nach auBen durchbrechender 
AbszeB. Der Harn wurde bis zum 3. Tage nach der letzten In- 
jektion gesammelt. 95°/, des gesammelten Harns wurden mit 
dem Spiilwasser des Kifigs vereint, nach Filtrieren iiber Kiesel- 
gur im Vakuum bei 50° C bis auf ungefaibr dreiviertel Liter ein- 





1) Diese Z. 192, 245 (1930). 
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geengt, dann mit Salzsiure eben kongosauer gemacht, und mit 
Ather im Soxhletschen Apparat erschépfend extrahiert. Der 
dunkelbraune Atherextrakt hinterlie8 nach Trocknen mit Natrium- 
sulfat einen dunkelbraunen, sirupartigen Riickstand von 3,6 g, aus 
dem sich beim Stehen braune Krystalle ausbildeten. Die Krystalle 
wurden auf Ton abgepreBt. Sie wogen 2,2 g und schmolzen roh 
bei 94—95° C. Aus heiBem Wasser mit Tierkohle umkrystallisiert 
schieden sich 1,9 g farblose, feine Nadeln aus, die bei 100—101°C 
schmolzen. Durch die Mischschmelzpunktsprobe und Analyse er- 
wiesen sie sich als Benzolsulfo-methyl-3-aminopropionsaure. 

4,53, 5,1 mg der iiber P,O, im Vakuum konstant getrockneten Substanz 
gaben 8,19 mg CO,, 2,14 mg H,O, 0,267 com N, bei 748 mm und 23°. 
C,oH,3NSO, (243,18) Ber. 49,359), C 5,86°) H 5,78°%/, N  18,15°/, S 

Gef. 49,30 5,29 5,96 

Der Tonteller wurde mit heiBem Wasser ausgezogen, der 
Auszug im Vakuum bei 50°C bis auf etwa 50 ccm eingedampft; 
er wurde mit Salzsiiure kongosauer gemacht und mit Ather im 
Soxhlet-Apparat erschépft, Aus dem Ather wurden 2,29 g brauner 
sirupéser Riickstand gewonnen. Er reagierte kongosauer, enthielt 
keine anorganische Saéure und gab schwach positive Jodoform- 
Probe und kein schwerlésliches Bariumsalz. 


0,26 g Substanz verbrauchten in der Kilte mit Phenolphthalein als 
Indicator 9,1 n/10-NaOH. 15,06 mg Substanz gaben nach Pregl] 5,76 mg 
BaSQ,. ‘ 

Gef. Aquivalentgewicht: 285,7; 5,25°/, S 


: 1 . 
Aus dem S-Wert berechnen sich 13,15 x 5,25 x cc 0,912 g ,,Propion- 
] 


siiure’. 
Ausbeute. Beriicksichtigt man, da8 im Versuch nur 95°/, des Harnes 


aufgearbeitet wurden, so ist die gesamte 
Rohausbeute: 3,6 g bzw. 3,78 g = 69,5°/, d. Th. 
Reinausbeute: 1,9 g + 0,912 g bzw. 2,96 = 54°/, d. Th. 


b) Mit gréBerer Menge. Dem gleichen Hund (17,3 kg), 
wurde bei Reisfiitterung 10g Benzolsulfo-methyl-11-aminounde- 
cansiure als Natriumsalz auf einmal an zahlreichen Stellen 
unter die Haut gespritzt. Nach der Injektion war der Hund 
erschépft und fraB wenig. Der Harn wurde nach der Injektion 
jeden Tag bis zum 5. Tage getrennt durch Katheter gesammelt, 
Am vierten Tage zeigten sich Abszesse an einzelnen Injektions. 
stellen; am 6. Tage konnte Eiwei8 im Harn nachgewiesen werden. 

Der Hund wurde 17 Tage nach der Injektion getétet und 
seziert. Die Injektionsstelle von Versuch a) war vollig ausgeheilt. 
An einzelnen Stellen der letzten Injektion waren deutliche Gewebs- 
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einschmelzungen unter der Haut zu sehen, aus denen mit Levin- 
thalbouillon Staphylokokken geziichtet werden konnten. Gefrier- 
schnitte der Nieren beweisen mit Himatoxylin-Eosinfarbung doppel- 
seitige Pyelitis. Im Harn KiweiB, Leukocyten, keine Zylinder und 
keine Nierenepithelien. 

Der Harn wurde wie im vorhergehenden Versuche aufgearbeitet. 
Isoliert wurde an Benzolsulfo-methyl-3-aminopropionsiure aus 
90°/, des Harnes vom 1. Tag: 4,6 g roh und daraus 2,4 g reine 
Saure (Schmelzp. 98—100°%. 2. Tag: 0,3 g roh und daraus 0,25 g 
reine Siure. 3. und 4. Tag: nur 0,5 g rohe Siure. 

4,425 mg der reinen, getrockneten Siiure gaben 8,04 mg CO,, 2,2 mg H,0. 

C,,H,,0,NS (243,18) Ber. 49,35°/, C —5,36°/, H 
Gef. 49,36 5,56 

Aus dem Tonteller wurden 2,1 g eines braunen Sirups zuriickgewonnen. 

0,3703 g Substanz verbrauchten 14,6 cem n/10-NaOH. Aquiv.-Gew. 253,6. 
11,36 mg Substanz gaben 4,77 mg BaSQ,. 

Gef. 5,77°/, S. 

Aus dem S8-Gehalt berechnen sich 13,15 x 5,77 x moe = 0,92 g reine 
Siure. : 

Zu Trennungsversuchen wurde das Bariumsalz reiner Benzol- 
sulfo-methyl-3-aminopropionsadure hergestellt. Es ist leicht léslich 
in Wasser und Methanol, unléslich in Aceton, Chloroform und 
Tetrachlorkohlenstoff. In Athanol lést es sich beim Kochen. 
Kine Reinigung der 2,1 g iiber das Ba-Salz gelang nicht. 

Ausbeute an Benzolsulfo-3-aminopropionsiure fiir 90°/, des 
Harnes: 4,9 g roh, 3,56 g rein; fiir 100°/, des Harnes: 5,4 g = 
78,5°/, und 3,9 g = 57,3°/, rein. 


Zusammenfassung. 


Benzolsulfo-methyl-11-aminoundecansiure wird vom Hund 
bei verteilter Zufuhr kleiner und einmaliger Zufuhr groBer Mengen 
(058g je Kilo und Tag) zu 54°/, und 57°/, zur Benzolsulfo- 
methyl-11-aminopropionsiure ohne faBbare Zwischenprodukte ab- 
gebaut. Da fiir y- und J-Oxydation keine Anhaltspunkte gefunden 
wurden, nehme ich wiederholte f-Oxydation als Abbauweg an. 
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Heptadecyl-17-amido-adipinsdure 
und Heptadecyl-17-sebamidsaure.’) 
Von 
Bonifaz Flaschentriiger und Heinz Lachmann. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. August 1930.) 


Nach bisherigen Kenntnissen vom Abbau langgliedriger Fett- 
siureketten erfolgt der erste Angriff immer von der Carboxyl- 
Gruppe oder von einer schon anoxydierten endstiindigen Gruppe 
aus, Die T'atsache, da8 benzolsulfonierte w-Methylamino-siuren ”) 
nur bis zur C,- oder C,-Stufe abgebaut werden, zeigt wieder, daB 
man die Oxydation der Aminosiuren sperren kann. Damit ist 
zugleich die Vorstellung gestiitzt, daB der Verbrennung von Amino- 
siuren die primére Desaminierung vorausgehen muB, die Carboxy]l- 
gruppe also auch hier richtunggebend fiir den gesamten Abbau 
ist. Die Paarung von Siéuren mit Aminosiuren, z. B. bei den 
Gallensiuren, bei Benzoesiure, Phenylessigsiure und Abhnlichen 
Saiuren bedeutet also fiir den Tierkérper nicht nur, daB er durch 
die Abschwiichung der Lipoidléslichkeit die Harnfaihigkeit und 
damit die Entgiftung gesteigert hat, sondern auch, daB die Sub- 
stanzen jetzt auch schwer- bis unverbrennlich geworden sind durch 
Blockierung des Angriffspunktes, an dem sonst die Oxydation beim 
Abbau zuerst ansetzt. Die Natur verwendet zur Festlegung der 
Aminogruppe, wenn wir von den Gallensiuren, der Benzoesiure 
und der Peptidbindung im Eiwei8 absehen, fast ausschlieBlich 
niedrige Fettsiuren oder die Methyl- und Athylgruppe.’) 

Wie verhalten sich nun acylierte g-Aminosiuren mit einer 
sehr langen Paraffinkette? Versucht der Tierkérper den Abbau 
von der w-stindigen Methylgruppe aus, oder dehydriert er zu un- 
gesiittigten Gruppen ahnlich, wie man sich aus Stearinsiure Ol- 
siiure entstanden denken kann und der biologische Abbau der 
Bernsteinsiiure offenbar vor sich geht? Oder bleibt die Substanz 
als Folge der Oxydationshemmung auf der Seite der Carboxyl- 
gruppe ganz unverbrannt? Wir neigen zu der letzten Ansicht, 





1) 13. Beitrag zur Kenntnis des Fettstoffwechsels. 
2) Diese Z. 159, 258 ff. (1927). 8) Diese Z. 170, 186 (1927). 
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indem wir uns vorstellen, daB die Carboxylgruppe der Fettsiiure 
mit den den oxydativen Abbau katalysierenden Enzymen primiir 
eine Verbindung eingeht und dadurch die Bindungskrifte der in 
Nachbarstellung befindlichen H-Atome gelockert werden. Erst 
dann wird die £-Oxydation erméglicht. 

Im Laufe unserer Untersuchungen iiber den Hofmannschen 
Abbau hoher Fettsiuren gelangten wir in den Besitz gréBerer 
Mengen Heptadecylamin-chlorhydrat. Da die Salze dieses Amins, 
z. B. das Chlorhydrat oder das von uns hergestellte Glyconat, 
nahezu wasserunléslich sind, sind die Verbindungen fiir den bio- 
logischen Abbau ungeeignet. Wir versuchten daher durch Acylierung 
des Heptadecylamins zweierlei zu erreichen. Es ist aus friiheren 
Untersuchungen!) bekannt, da8 die Siureamidbindung den Abbau 
hemmt. Durch Acylieren mit Dicarbonsiuren hofften wir das 
schwerlésliche Amin in Form seines amidsauren Salzes in Lésung 
zu bringen. Zugleich sollte durch Einbau einer hohen Dicarbon- 
siure versucht werden, von der freien Carboxylgruppe aus 1 bis 
2mal £-Oxydation zu erméglichen, um dann im Harn Heptadecyl- 
amino-buttersiiure oder -essigsiure zu erhalten. 

Wir haben die Adipinsiure und Sebacinsiure-Verbindungen 
mit den Halbestersiiurechloriden dargestellt und im praktischen 
Teil niher beschrieben. Die Salze der Heptadecyl-amidsiuren 
sind leider viel zu schwer léslich, um sie auf iiblichem Wege in 
gréBerer Menge dem Tierkérper zum Abbau anzubieten. Aber auch 
wenn ihre Einfiihrung in irgendeiner Form gelingen sollte, kénnte 
iiber den Abbau nur dann etwas ausgesagt werden, wenn ein Zwischen- 
produkt gefaBt wird; die Schwerléslichkeit der Na- und K-Salze laBt 
es als méglich erscheinen, daB sie unangegriffen im Gewebe liegen 
bleiben. 


Versuchsteil. 
Heptadecylamin-Chlorhydrat, CH, -(CH,),,-NH,-HCl, 


wurde zuerst iiber das Stearinsiureacid nach Nigeli, Griintuch 
und Lendorff?) und spiter auf einfacherem Wege nach E.J effreys*) 
dargestellt. Schmelzp. 163° korr., nach Naegeliu. Mitarbeiter 158°C, 

Die hier beschriebenen Substanzen sind iiber P,O, bei Zimmertemperatur 
und bei 4 mm Druck konst. getrocknet und nach den Methoden von F. Preg] 


analysiert worden. Bei der N-Bestimmung nach Dumas-Preg! ist Uber- 
schichten mit Bleichromat wie Naegeli und Mitarbeiter angeben unndtig. 





1) Diese Z. 120, 281 (1922). *) Helvet. chim. Acta 12, 236 (1929). 
3) Ber. chem. Ges. 30, 898 (1897), 31, 2349 (1898); Amer. chem. J. 22, 
81 (1899); Chem. Z. 1897, I, 1022; 1899, II, 863. 
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Fiir C,,H,,NCl (291,76) Ber. 4,8°/,N  Gef 4,88, 4,80°/, N 
Platinsalz (C,,H,,N),H,PtCl, (920,58) 
Ber. 44,32°/, C 8,82°/, H 23,11°/, Cl 21,21°/, Pt 
Gef. 44,67 8,35 22,93 21,83, 21,45, 21,57 °/, Pt 
Das Heptadecylamin-chlorhydrat ist im Wasser sehr schwer 
léslich, beim Kochen bildet sich ein Sol, das beim Erkalten zu 
einer Gallerte erstarrt. Es gelingt nicht, das Chlorhydrat voll- 
kommen klar in Lésung zu bringen. Noch eine halbprozentige 
Lésung ist bei Zimmertemperatur ein farbloser Sirup. Physio- 
logische Kochsalzlésung und Gummi arabicum flocken aus. 


Tierversuche. 

Frésche starben nach Injektion einer wiBrigen dinnflissigen 
Gallerte von 10-30 mg Chlorhydrat in dem Brustlymphsack in den 
folgenden Tagen unter lokalen Reizerscheinungen im Injektions- 
gebiet. Kaninchen und Meerschweinchen bekamen bei subkutaner 
Zufuhr Nekrosen an der Injektionsstelle, blieben aber am Leben. 
Bei intravenéser Injektion von 10 ccm einer halbprozentigen 
Lésung starb ein Kaninchen sofort unter den Erscheinungen einer 
Embolie. In der Lunge konnten wir das Amin nicht nachweisen. 


Heptadecyl-carbaminsaures Heptadecylamin 
CH, -(CH,), ,. NH: COOH, NH, -(CH,),,-CH, . 

Schon A. W. Hofmann!) und Turpin?) gaben an, daB das 
freie Amin Wasser und CO, aus der Luft anzieht. Schiittelt man 
eine wiibrige Aufschwemmung von Chlorhydrat mit Ather unter 
Zusatz von Natronlauge, so geht das freie Amin*) in den Ather. 
Nach Waschen mit Wasser bis zur Chlorfreiheit leitet man in die 
feuchte itherische Lésung CO, ein. Dabei fallen weibe Massen 
(etwa 70°/,). Aus der getrockneten aitherischen Lisung fallt trockenes 
CO, nichts aus. Das Rohprodukt schmilzt von 93—99°, aus 
Athanol und Methanol umkrystallisiert bei 99,5—102,5° Die 
Substanz ist unléslich in Wasser, Ather, Petrolather, Benzol, lés- 
lich in Eisessig. 

C,;H,,0,N, (554,59) Ber. 75,73%/, ©  13,45°%) H 5,05°/, N 
Gef. 75,82 13,5 5,05 
99 75,73 13,67 5,09. 
Nach der Analyse halten wir die Substanz fiir oben bezeichnete Ver- 


bindung. Die in Frage kommenden Carbonate, Bicarbonate und Krystall- 
alkoholverbindungen besitzen wesentlich niedrigeren Kohlenstoffgehalt. 


1) Ber. chem. Ges. 15, 774 (1882). 
2) Ber. chem. Ges. 21, 2487 (1888). Beilstein, LV. S. 202. 
8) Helvet. chim. Acta. 12, 237 (1929). 
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Benzolsulfo-heptadecylamin CH,-(CH,),,-NH-SO,-C,H,, 


hergestellt aus dem Chlorhydrat, aus dem mit Lauge unter Ather 
das Amin freigemacht und dann mit Benzolsulfochlorid auf iibliche 
Weise verarbeitet wurde. Dabei ist die atherische Aminlésung 
von Kinwirkungsprodukten der Luftkohlensiure unmittelbar vor 
der Benzolsulfonierung abzufiltrieren. Rohausbeute: 99,6°/,. Aus 
Petrolather umkrystallisiert hat es Schmelzp. 64,7°. Ausbeute 
rein: 61,4°/, d. Th. 
C.5H,,0,NS (895,39) Ber. 69,81°/,C 10,45°9/,H 3,54°%,N 8,119, S 
Gef. 69,81 10,37 8,57 7,8 

Die Substanz ist sehr leicht léslich in den iiblichen organischen 
Lésungsmitteln, unléslich in Wasser. Sie eignet sich gut zur 
Identifizierung des Amins. 


Heptadecylamin-glykonat. 
CH,-(CH,),,.>NH,, COOH-(CHOH),-CH,OH. 

Die frisch filtrierte itherische Lésung von 8,3 g Amin schiittelt 
man in ungefihr molaren Mengen mit 5 ccm einer 50°/,igen 
wiBrigen Lésung von Glykonsiure (von Schering-Kahlbaum). 
Dabei scheiden sich weiBe Krystalle (8,2 g = 70°/, d. Th.) aus, 
die man aus je 40 ccm Athanol und Methanol umkrystallisiert. 
Das Glykonat sintert bei 105° und schmilzt bei 140° unter Braun- 
firbung. Ausbeute an reiner Substanz 55,4°/, d. Th. 

CrsHyO,N (451,39) Ber. 61,15°/,C 10,94°/, H 3,1°/) N 

Gef. 61,20 10,94 3,09 
» eae 10,98 3,06. 

Das Salz ist leicht léslich in heiBem Methanol und Athanol, 
unléslich in Ather. In Wasser lést es sich nicht. Beim Kochen 
mit Wasser bildet sich ein Schaum, bei Zimmertemperatur ein 
Gel. Physiologische Kochsalzlésung und Blutserum wirken auf 
das Sol fallend. 


Heptadecylamino-adipinsaure. 
Athylester CH,-(CH,),,-NH-CO(CH,),-COOC,H, 

124 g Heptadecylamin-chlorhydrat (2 Mol = 123,38 g) werden 
mit 425 ccm 2/n-NaOH und 1000 ccm Ather eine Stunde bis zur 
Lisung geschiittelt, wobei das freie Amin in den Ather geht. 
Man wischt die Atherlésung chlorfrei, filtriert und gibt tropfen- 
weise eine Lésung von 40,75 g Adipinsiuremonoidthylester-chlorid 
(1 Mol) in 100 com Ather hinzu, das nach A. Griin und Th, Wirth”) 





1) Ber. chem. Ges. 55, 2215 (1922). 
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. mit Thionychlorid gewonnen wurde. Unter miBiger Wirmeent- 
wicklung fallt Amidester und Chlorhydrat aus. Ausbeute: 116,7 ¢ 
Zur Trennung des Gemisches kocht man 4mal mit Ather-Al 
koholmischung (10:1) aus und filtriert noch hei’. Ungelést bleiben 
59 g (ber. 62 g) Chlorhydrat. Aus dem Ather-Athanol-Gemisch 
fallen 57,5 g = 66°/, d. Th. an Amidester in farblosen Nadeln. 
Schmelzp. 71—76°, 3mal aus Ather-Methanolgemisch (3:2) um- 
krystallisiert schmilzt die Substanz konstant bei 77—77,5°% Aus- 
beute aus reinem Amidester 39,6 g = 45,5°/, d. Th. 
CysH,,0,N (411,39) Ber. 72,929, C 12,00%, H 3,419/, N 
Gef. 73,08 12,07 3,63 
» 78,02 11,98 8,48 
Der Amidester ist sehr leicht léslich in Methanol, Athanol, 
Eisessig, Benzol und Hexan, weniger léslich in Ather, unldslich 


in Wasser. 


Bariumsalz [CH,-(CH,),,-NH-CO-(CH,),-COO], - Ba. 

Zur Verseifung des Esters werden 28,2 g Amidester und 
250 ccm Methanol auf dem Wasserbad gelést und mit 1 Mol 
methanolischer 1n-Barytlauge 15 Minuten auf dem Wasserbad 
erhitzt. Das ausfallende weiBe Ba-Salz wird abfiltriert und mit 
heiBem Methanol gewaschen. Ausbeute: 30,65 g = 99,1°/, d. Th. 
Zersetzungspunkt 198°. 


O,,H.,0,N,Ba (902,056) Ber. 61,19°/, C 9,83°/, 15,23°/, Ba. 
Gef. 61,33 9,71 15,25 
» 61,44 9,79 15,25 


Das Salz ist in allen neutralen Lésungsmitteln unldslich. 


Heptadecylamido-adipinsiure. CH,-(CH,),,-NH-CO-(CH,),-COOH. 
30 g Ba-Salz werden in 400 ccm Kisessig auf dem Wasserbad 
5 Minuten bis zur Lésung erhitzt. Dann wird mit etwa 1000 ccm 
kaltem Wasser gefillt, filtriert und so lange gewaschen, bis das 
Waschwasser neutral reagiert. Rohprodukt schmilzt bei 117 bis 
120°. Aus 250 cem Athanol umkrystallisiert erhilt man 24,9 g 
= 98°/, d. Th. Schmelzp. 120°. 
C,,1,,0,N (383,358) Ber. 72,00, C 11,839, H —8,65°/, N 
Gef. 71,94 11,73 3,79 
» 17,98 11,82 8,81 
Die Amidsiiure ist gut léslich in heiBem Methanol. In 100g 
siedendem, mit 2°/, Benzol vergilltem Alkohol, sind 34,46 g gelést; 
in 100 ccm kalt gesittigtem absoluten Alkohol lésen sich 0,19 g 


bei 17°. In Ather, Hexan, Petrolither ist die Siure unléslich. | 
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In kochendem Wasser bildet sich ein Schaum. In verdiinnten 
“46sungen von LiOH, NaOH, KOH, NH,OH, Athanolamin und 
friathanolamin ist die Amidsiure praktisch vollig unléslich. In 
5 ccm Wasser lésen sich bei 18° 1,7 mg K-Salz, d. i. 1:2940 und 
1,3 mg Na-Salz, d.i. 1:3850. 
Heptadecyl-sebamidsaure. 
Athylester CH, -(CH,),,-NH-CO.( (CH,),-COOC,H,. 

Analog der vonsisiienitier Umsetzung mit der Adipinsiure 
werden auch die Sebacinsiureverbindungen hergestellt. 400 ccm 
einer frisch filtrierten Atherlésung mit 13,1 g Amin (2,36 Mol) 
werden mit 5,35 g Esterchlorid (1 Mol) in 50 ccm Ather umgesetzt. 
Das ausgefallene Gemisch wird 8 mal mit Ather ausgekocht, und 
daraus 7,45 g=74,1°/, d. Th. gewonnen. Schmelzp. 76—81° C. 
Zuerst aus Hisessig umkrystallisiert, schmilzt die Substanz bei 
80—82°, dann aus Methanol konstant bei 82°. Reinausbeute 
4,0 = 40°/, d. Th. 

CyoH,,0,N (467,448) Ber. 74,44°/, C 12,299), H 3,00°/, N 
Gef. 74,52 12,49 3,07 

Der Amidester ist sehr leicht léslich in organischen Lésungs- 

mitteln, wenig léslich in absolutem Ather. 


Bariumsalz [CH,-(CH,),,-NH-CO-(CH,),-COO], - Ba. 
Die Hydrolyse des Esters dauert hier etwa 1 Stunde, Aus- 
beute ‘94,4°/,, Zersetzungspunkt 204° C. 
C54Ho,0,N,Ba (1014,2) Ber. 63,89°/, C 10,839, H = 18,55°/, Ba. 
Gef. 63,42 10,24 14,04 
Heptadecyl-sebamidsiure: CH,-(CH,),,-NH-CO-(CH,),-COOH. 
Rohausbeute: 97,9°/,, Slonalen. 115° Umkrystallisiert aus 
20 com Athanol. Ausbeute: 1,5 g. Schmelzp. 115° 
C,,H;,0,N (439,42) Ber. 73,749/, C 12,159, H  3,19%/, N 
Gef. 73,82 12,19 3,16 
74,01 12,44 8,24 
Die Amidsiaure ist gut léslich in heiBem Methanol, unldslich 
in Wasser, Ather, Hexan. 100 ccm absolutes Athanol lésen bei 
21° 0,129 g. In 100g siedendem absoluten Athanol sind 31,05 
gelést. Verdiinnte Laugen lésen wie bei dem Adipinsiurederivat 


nur Spuren. 
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Biochemie der Brandkrankheiten der Getreidearten. 
IJ. Mitteilung.’) 


Uber die Kupferadsorption der Haferflugbrandsporen 
(Ustilago avenae [Pers.| Jens). 


Von 


Alexander Terényi. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem kgl. ung. pflanzenbiochemischen Institut Budapest.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. September 1930.) 





Theoretischer Teil. 


In der ersten und zweiten Mitteilung wurde iiber die Kupfer- 
adsorption der Weisensteinbrandsporen bzw. iiber die Wirkungs- 
art des Kupfers berichtet. Laut diesen Untersuchungen kann 
der Wirkungsmechanismus der Kupferverbindungen auf die Weizen- 
steinbrandsporen befriedigend erklirt werden. Zum _ weiteren 
Studieren des Wirkungsmechanismus des Kupfers war es not- 
wendig, das Benehmen auch anderer Brandsporensorten gegen- 
iiber den Kupferverbindungen zu untersuchen, zu welchem Zwecke 
sich in erster Reihe die Haferflugbrandsporen am _ geeignetsten 


erwiesen. 


Quantitative Verhaltnisse der Kupferadsorption. 


Die Kupferadsorption der Haferflugbrandsporen (Tab. I) ist 
— ihnlich der Weizensteinbrandsporen — aus Kupfersulfat am 
kleinsten, aus Kupfer—Ammoniumsulfat am gréBten und zwischen 
diese fallt die Kupferadsorption aus Kupferacetat. Die Adsorption 
der Haferflugbrandsporen ist auch irreversibel, denn die auf 
direktem und indirektem Wege gewonnenen Kupferwerte stimmen 
gut genug tiberein. Die Vergleichung der quantitativen Ver- 





) I. Mitteilung: Bodnadr, Villanyi u. Terényi, Diese Z. 168, 73 
(1927); Il. Mitteilung: Bodnar u. Terényi, Diese Z. 186, 157 (1930). 
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haltnisse der Kupferadsorption der zweierlei Brandsporen zeigt, 
daB die Haferflugbrandsporen aus allen drei Kupfersalzlésungen 
von abnlicher Konzentration mehr Kupfer adsorbieren als die 
Steinbrandsporen. Dieser KupferiiberschuB schwankt je nach der 
Konzentration der Kupfersalzlésungen und der Beizdauer bei 
Kupfersulfat von 14—50°/,, bei Kupferacetat von 8—42°/, und 
bei Kupfer-Ammoniumsulfat von 1,2—40 °/,. 


Die eine Ursache der gréBeren Kupferadsorption kann der Aschen- 
gehalt (6,3 °/,) der Haferflugbrandsporen sein, welcher um vieles griéBer ist 
als der der Steinbrandsporen (3,7 °/,) und zufolge dessen kann bei der 
Beizung an Stelle der Kationen der aus den Haferflugbrandsporen in 
gréBerer Menge ausdiffundierenden Aschenbestandteile mehr Kupfer ge- 
langen bzw. in der Sporenwand — hauptsichlich in Form von Kupfer- 
phosphat — sich binden. In dem Falle, wenn neben der chemischen Ad- 
sorption auch mechanische oder elektrische Kupferadsorption vor sich geht, 
kann die gréBere adsorbierende Oberfliche der Haferflugbrandsporen (die 
Haferflugbrandsporen messen 6—9 yw, die Weizensteinbrandsporen 16—20 u 
im Durchmesser) auch eine Rolle spielen. 

Ich habe auf die in der zweiten Mitteilung ausfiihrlich bekannt ge- 
gebene Weise auch die Adsorptionskurven der Haferflugbrandsporen und 
die entsprechende logarithmierte Gerade konstruiert (Fig. 1—4). Die ge- 
wonnene Kupferadsorptionskurven sind aihnlich den Adsorptionskurven der 
Steinbrandsporen. Wenn wir die durch die Konstruktion der logarith- 
mierten Geraden gewonnene Konstante £ und ” in die Freundlichsche 
Adsorptionsformel substituierten, stimmten die berechneten und die ge- 
fundenen adsorbierten Kupferprozente miteinander gut iiberein, es ist also 
die Freundlichsche Adsorptionsformel 2=k(e— x)" auch fiir die Kupfer- 
adsorption der Haferflugbrandsporen giiltig. Es kann zwischen der Kon- 
zentration der Kupfersalzlésungen und der Adsorptionswerte ein eben- 
solcher Zusammenhang festgestellt werden, wie bei den Steinbrandsporen, 
d. h. es erhéht sich mit der Zunahme der Konzentration die Adsorption in 
absolutem und vermindert sich in relativem Werte. Die absolute und 
relative Adsorptionswerte von Kupfersulfat, -acetat und -Ammoniumsulfat 
verhalten sich annihernd so zueinander wie 1:2: 3. 


Wirkung des adsorbierten Kupfers auf die Sporenkeimung. 


Nach den in der zweiten Mitteilung verdéffentlichten Daten 
ist 0,5°/, (beziiglich der Sporen) diejenige kleinste adsorbierte 
Kupfermenge, welche noch die Sporenkeimung der Steinbrand- 
sporen auf Nihrlésung zu verhindern imstande ist. Demgegen- 
iiber verhindert die Auskeimung der Haferflugbrandsporen — wie 
aus den Daten der Tab. II ersichtlich ist — nur eine um vieles 
groBere Kupfermenge als 0,5°/,. Im Falle einer Beizdauer von 
15 Minuten (die Sporen wurden nach Beizung mit Wasser sofort 
ausgewaschen) keimen die 2,01°/, adsorbiertes Kupfer enthalten- 
18* 
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den Sporen noch gut genug, 2,77°/, Kupfer verhindert schon 
stark die Keimung und nur die 3,31°/, Kupfer enthaltenden 
Sporen keimen iiberhaupt nicht aus. Demnach ist also rund 3 °/, 
diejenige Kupfermenge (d. h. 6 mal soviel als bei den Steinbrand- 
sporen), welche die Keimung der Haferflugbrandsporen total ver- 
hindert. Es sind also die Haferflugbrandsporen gegeniiber dem 
bei einer Beizung von 15 Minuten adsorbierten Kupfer viel weniger 
empfindlich als die Steinbrandsporen. 

Bei Keimungsversuchen der mit Kupfersalzlésungen 24 Stunden 
hindurch gebeizten (nach Beizung sofort ausgewaschenen) Hafer- 
flugbrandsporen ist es auffallend, daB die die Sporenkeimung ver- 
hindernde Wirkung des adsorbierten Kupfers nicht proportional 
mit der Kupfermenge ist. Der Wirkungsgrad hangt von der 
Konzentration der Kupfersalzlésungen ab und zwar steigert die 
Erhéhung der Konzentration die Wirkung. So z. B. verhindert 
das aus 1°/,iger Kupfersulfatlésung adsorbierte 2,03 °/, Kupfer 
die Sporenkeimung stirker als die aus '/,°/,iger Kupferacetat- 
lésung adsorbierte ebensolche (2,1 °/,) Kupfermenge. Auch bei 
24 stiindiger Beizung der Steinbrandsporen sind konzentriertere 
Kupfersalzlésungen wirksamer, ohne daS dies auf eine gréBere 
Kupferadsorption zuriickgefiihrt werden kénnte. 

Wenn wir die Wirkung auf die Sporenkeimung der bei 
15 Minuten und 24 Stunden dauernden Beizung adsorbierten und 
einander nahestehenden Kupfermengen untersuchen, kann fest- 
gestellt werden, daB das bei 24stiindiger Beizung adsorbierte 
Kupfer bei den Haferflugbrandsporen — ahnlich den Steinbrand- 
sporen — in jedem Falle wirksamer ist. Dieser Umstand fand 
seine Erklirung bei den Steinbrandsporen darin, daB mit der 
Erhéhung der Beizdauer sich das adsorbierte Kupfer starker, in 
einer schwerer auslésbaren Form in der Sporenwand bindet. Bei 
den Haferflugbrandsporen hat die gréSere Wirksamkeit der 
24 stiindigen Beizung — wie aus folgendem ersichtlich ist — in 
einem anderen Umstand seine Ursache. 

Wenn man die 15 Minuten lang gebeizten Haferflugbrand- 
sporen mit 0,5 °/,iger Salzsiure behandelt, lést sich das aus den 
Sporen adsorbierte Kupfer gréBtenteils aus und die Sporen ge- 
winnen ihre vollkommene Keimfahigkeit zuriick. Sonach be- 
nehmen sich die mit Kupfersalzlésungen 15 Minuten gebeizten 
und nachher mit Salzsiure extrahierten Haferflugbrandsporen 
vollkommen fbnlich den Steinbrandsporen. Demgegeniiber be- 
nehmen sich die 24 Stunden gebeizten und nachher mit ver- 





diinnter Salzséure extrahierten Haferflugbrandsporen ganz anders 
Bei den Haferflugbrandsporen be- 
férderte — gegeniiber den Steinbrandsporen — die Behandlung 
mit Salzsiure kaum oder iiberhaupt nicht die Keimung, trotz- 
dem die Salzsiure auch aus diesen Sporen ebenso wie aus den 
15 Minuten lang gebeizten Sporen den gréBten Teil des absor- 


wie die Steinbrandsporen. 
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Bei einer Beizdauer von 24 St unden. 
Absorptionskurven der Kupferadsorption der Haferflugbrandsporen. 


— Kupfersulfat, — — — — Kupferacetat, —-—-—-— Kupfer-Ammoniumsulfat. 


bierten Kupfers ausléste. 


die Ertétung der Sporen. 


Das Kupfer-Ammoniumsulfat vernichtet schon bei einer 
15 Minuten langen Beizung — ahnlich den Steinbrandsporen — 
endgiiltig die Haferflugbrandsporen, denn sie gewinnen ihre Keim- 





Daraus folgt, daB bei den Haferflug- 
brandsporen das bei der 24 stiindigen Beizung adsorbierte Kupfer 
sich nicht nur in der Sporenwand bindet, sondern wenigstens 
teilweise in die inneren Schichten der Sporen eindringt und zu- 
folge dessen tritt bei verdiinnteren Kupfersalzlésungen eine starke 
Verhinderung der Sporenkeimung ein, bei konzentrierteren Lésungen 
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fihigkeit nicht einmal nach einer Behandlung mit Salzsiure 
zuriick. Die Wirkung des Kupfer—Ammoniumsulfates auf die 
Haferflugbrandsporen kann auf die bei den Steinbrandsporen be- 
schriebene Weise (II. Mitteilung) erklirt werden. 


Experimenteller Teil. 


Die Bestimmung der Kupferadsorption. 


Die direkte und indirekte Bestimmung der Kupferadsorption der Hafer- 
flugbrandsporen wurde gerade so durchgefiihrt wie bei den Steinbrand- 
sporen (II. Mitteilung). 


Keimungsversuche. 


Die Haferflugbrandsporen keimen auf feuchtem (geschlimmtem und 
ungeschlimmtem) Boden von verschiedenem Typus itiberhaupt nicht. Statt 
einer 0,1—0,2 °/, Ca(NO,),-Lésung zeigte sich zweckmaBiger die Anwendung 


Tabelle I. 


Direkte und indirekte Bestimmung der Kupferadsorption 
der Haferflugbrandsporen. 








Im Vergleich 
Adsorbiertes | Adsorbiertes | mit den Stein- 


: _ : brandsporen 
Konzentration} Cu indirekt | Cu direkt | 1. wieviel 07, 





























Angewendete | auf CuSO,+ | bestimmt bestimmt ist die 
Kupfer- 5H,0 in °/, in °/, = 
éBer 
verbindung ee SE . 6 
in %/, Beizdauer 
15’ | 24" | 15’ | oa» | a5’ | oae 
Mu, 1,42 | 1,65 | 1,86 | 1,57 | 15,2 | 14,6 
1 
Kupfersulfat ls 1,64 | 1,93 | 1,58 | 1,90 | 13,7 | 24,9 
1 1,77 | 2,03 | 1,70 | 1,98 | 18,1 | 23,7 
2 1,99 | 2,57 | 1,90 | 2,48 | 25,9 | 50,8 
1, 2,01 | 2,32 | 193/229] 748 | 7,5 
1 
Kadieanbied /, 2,77 | 3,12 | 2,66 | 302 | 220 | 4,5 
1 8,81 | 4,32 | 3,24 | 4,28 | 38,7 | 238 
2 8,96 | 5,43 | 3,86 | 5,88 | 41,9 | 37,9 
1), 2,69 | 2,72 | 255/268 |] 1,2 | 1,5 
Kupfer-Ammo- 1, 4,06 | 4,21 | 3,96/ 4,11 | 7,3 | 9,6 
niumsulfat 1 4,85 | 5,91 4,70 | 5,83 8,8 | 31,3 
2 6,27 | 7,79 | 6,04 | 7,65 | 20,6 | 40,4 














* Die Berechnungen wurden auf Grund der direkt bestimmten 
Kupferwerte durchgefiibrt. 
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Tabelle II. 


Keimung der mit Kupfersalzlésungen gebeizten Haferflug- 
brandsporen auf Hafersud. 











































































Nach Beizung 
Nach Beizung mit mit Wace” 
Konzen- Wasser ausgewaschene 
: tration 5 und mit 
Zur Beizung : Z ausgewaschene 0,5°/,iger HCl 
o . 
angewendete auf = | & Sporen . extrahierte 
CuSO, +] .& an) Sporen 
Kupfer- 28) 2 |———__—____*-— sis 
verbindung 5 H,0 3 mQ Indexzahl der Sporenkeimung nach 
berechnet = : 
in 9), 8 | 5 | 1 | 10/15] 20 3 5 | 7 | 10 
Tagen 
i = —— 
| 1,42 4) oS ae oe ey ee ee |e pee ee 
1 ome | eee | oom 
Kupfersulfat ls 1,64 1/3 3.5 4 |4.5)5 [5 
1 1,77 ..i8 2.5 8.554 (4 15 |—|—/|- 
2 1,99 1 |15)2 |3 |85)4 |4 |5 |—|— 
L 15’ | 
VF 2,01 1 {1.5/2 |2.5)3 (3 [5 |—|—/— 
1 an oe 
Kupferacetat ls 2,77 0 0 9 0 0.5 1 4 5 
1 3,31 0 |0 |0 |0 |0 |O [35/4 |5 | — 
2 8,96 |) 0 |0 0 |0 |0 |0 |85)4 |5 | — 
| 
1), 1,65 1.5| 2.5) 2.5] 2.5/2.5/2.5/2 |2 | 2.5) 2.5 
1 | 
Kupfersulfat| ‘/2 | 1,98 0.5/1 ]1 [1 ]1 ]a fa fa fa fa 
1 2,03 0.5) 0.5, 0.5) 0.5) 0.5) 0.5 | 0.5 | 0.5) 0.5) 0.5 
2 2,57 0;0 0/01/10 |}0 {0 |0 |0 |0 
L 24 | 
tM 2,32 O | 0.5) 1.5) 2.5)2.5/2.5172 {2 | 2.5) 2.5 
1 
Kupferacetat| ‘/2 | 312 0 |0 0 |0 |0 |0 10.5} 0.5) 0.5) 0.5 
1 4,32 010 |0 |0 }0 |0 |O0 |0 |0 |0 
2 5,43 |) 0/0 0 |0 [0 |0 JO |0 /0 |0 
, | 
Kupfer- I an 0 |0 0 |0 : : : : ; ; 
Ammoniom- | pe te lo 1 lo lo-|6: [or fo.to-fe 
sulfat t 85 | 0/9 
2 6,77 0 |0 |0 |0 jo jo Jo |0 jo Jo 
Mit Wasser gebeizte Kontroll- “—* cee Oe | a eye: | oy | | i 
sporen pe | | 
Mit Wasser gebeizte und mit | 
0,5 °/,iger HC! extrahierte Kon- 2) a eee poe en ey eee ee 
trollsporen 
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eines Hafersudes, auf welchem die Haferflugbrandsporen viel besser wie 
auf Ca(NO,),-Lésung keimen. Zur Bereitung des Hafersudes wurde zu der 
nétigen Menge bis zum Sieden gewirmten destillierten Wassers reiner, ge- 
sunder Hafer (i Teil Hafer, 25—30 Teile Wasser) gegeben, nach */, bis 
1/, Stunde die hellgelbe Lésung abfiltriert, auf Zimmertemperatur abgekihlt 
und in Petrischalen (je 10 ccm) zerteilt. Der Hafersud muB zu jeder Ver- 
suchsreihe frisch bereitet werden. Nachdem die Haferflugbrandsporen stark 
zusammenkleben und die Knétchen auf der Nihrlésung sich nur schwer 
oder iiberhaupt nicht zerteilen, ist es zweckmiéBig, die Zerstreuung der 
Sporen (5—6 mg) mit Hilfe eines kleinen Metallsiebes durchzufiihren. Das 
Metallsieb mu’ nach jedem einzelnen Gebrauch auf der Gasflamme aus- 
gegliiht werden. 

Die Beobachtung der Sporenkeimung geschieht mit einer 80—120 fachen 
VergréBerung. Die Feststellung des MaBes der Sporenkeimung geschieht 
mittels der bei den Keimungsversuchen der Steinbrandsporen angewendeten 


Indexzahlen. 
Zusammenfassung. 


1. Die Haferflugbrandsporen adsorbieren aus Kupfersalz- 
lésungen (Kupfersulfat, -acetat und -Ammoniumsulfat) um 1,2 bis 
50°/, mehr Kupfer als die Steinbrandsporen. 

2. Die Freundlichsche Formel x = &(c — 2)" ist auch auf 
die Kupferadsorption der Haferflugbrandsporen giiltig. 

3. Die Haferflugbrandsporen sind dem adsorbierten (sich in 
der Sporenwand bindenden) Kupfer gegeniiber um vieles weniger 
empfindlich als die Steinbrandsporen, denn 0,5°/, Kupfer gegen- 
iiber kann nur 3°/, adsorbiertes Kupfer ihre Auskeimung ver- 
hindern. 

4, Die mit Kupfersalzlésungen 15 Minuten gebeizten und 
schwach oder iiberhaupt nicht keimenden Haferflugbrandsporen 
gewinnen nach Auslésung des adsorbierten Kupfers mit Salz- 
siure — fhnlich den Steinbrandsporen — ihre Keimfahigkeit 
vollkommen zuriick; bei den 24 Stunden gebeizten Sporen — ent- 
gegen den Steinbrandsporen — befdrdert die salzsiurige Be- 
handlung nicht oder nur unwesentlich die Keimung, was darauf 
hinweist, daB hier das adsorbierte Kupfer auch in die inneren 
Schichten der Sporen eindringt. 

5. Die Beizung mit Kupfer-Ammoniumsulfat vernichtet 
ebenso die Haferflugbrandsporen wie die Steinbrandsporen. 
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wird am besten die angezogene Seite). Namen, die im Text stehen, kénnen im Zitat 
fehlen, ebenso alle Vornamen, wenn eine Verwechselung nicht in Frage kommt. 





Anschrift fir Manuskriptsendungen: 


Prefessor Dr. F. Knoop, Tiibingen, Physiologisch-chem. 
Institut, Gmelinstr. 8 oder Professor Dr. K. Thomas, 
Leipzig, Physiologisch-chem. Institut, Liebigstr. 16 pt. 





Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


K. Felix u. A. ang 


F. Wrede und H. 


Tore Philipson; Ernst Metz; N. Troensegaard, 
Mygind; J. St. Lorant; K. Matsuoko; W. Merz; 


M. Henze und R. Miller; N. Troensegaard und H. G. Mygind; Tore 
Philipson; E. Bamann und M.Schmeller; H. Fischer, A. Treibs und 
K. Zeile; C. Pi-Suiier Bayo und G. Liss. 





Fiir die haufiger zitierten Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen: 


Diese Z. == Hoppe-Seylers Zeitschrift fir Physio- 
logische Chemie. 
Amer. chem. J. == American chemical Journal. 


Amer, J. Physiol. 
Arch. f. exper. Path. 


== American Journal of Physiology. 
== [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 


Ber. chem. Ges. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

Ber. Physiol. == Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

Biochem. Z. == Biochem. Zeitschrift. 

Biochemic. J. == Biochemical Journal. 

Bull. Soc. Chim. biol. == Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

Bull. Soc. chim. == Bulletin de la Société chimique de France. 

Chem. Z. == Chemisches Zentralblatt. 

C. r. Acad. Sci. = Comptes Rendus Hebdomaires des Séances 


Helvet. chim. Acta. 
J. of Biochem. 


de l’Académie des Sciences. 
== Helvetica Chimica Acta. 
== Journal of Biochemistry. 


J. of biol. Chem. == Journal of Biological Chemistry. 
J. of Physiol. == Journal of Physiology. 
J. prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 
Landw. Versuchsstat. == Landwirtschaftliche Versuchsstation. 
Liebigs Ann. == Justus Liebigs Annalen der Chemie. 
Mh. Chem. == Monatshefte Chemie. 
aad a = Die she herr g ae 
tigers ; res — rchiv e gesamte Physiologie 
des Menschen und der ‘Tiere. 
Skand. Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 
z. waned Ch Zeitschrift fe Phystkalische Chemi 
physi sh: a ysikalische 
Stéchiometrie und Varvtadiedudeahiee. 
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DEUTSCHER KU LTURATLAS 


Herausgegeben von 
Dr. GERH.LODTKE und Dr. LUTZ MACKENSEN - 


Was will der Deutsche Kulturatias‘‘? 
Der ,,Deutsche Kulturatlas“ setzt sich die Aufgabe, Werdegang 
und Entwicklung des Deutschen Lebens in sinnfilliger und greif- 
barster Weise vor Augen zu fiihren. Die Linien, die die einzelnen 
geistesgeschichtlichen Epochen verbinden und die Faden, die sich 
zwischen den verschiedenen Kulturzweigen des gleichen Zeitalters 
hin und her spinnen, méchte er aufzeigen. Inwieweit geistige 
Schépfungen vom politischen Geschehen, vom wirtschaftlichen 
Zeitzustand, von landschaftlicher Sonderentwicklung abhingen, ob 
und wie Schipfer uud Schépfung Ergebnisse ihrer zeitlichen, 


geistigen und geographischen Umwelt sind, das sind die wesentlich- 


sten Fragen, deren Lésung er anzubahnen oder fortazuftihren sucht. 
An wen wendet sich der ,,Deutsche Kulturatilas“? 


Der ,,Deutsche Kulturatlas“ wendet sich an drei verschiedene Be- 


nutzerkreise: an den Gelehrten, die Schule, schlieBlich an alle, die 
Sinn u. Verstindnis fir die Geschichte des deutschen Lebens haben. 


Wie erscheint der ,,Deutsche Kulturatias“‘? 
Der ,,Deutsche Kultnratlas“ erscheint in etwa 500 Karten, von 
denen jede einzelne eine graphische Darstellung mit nebengesetztem 
Text enthalt. Die Karten umfassen folgende Gebiete: ~~ 
Vorgeschichte + Geschichte + Siedlung / Wirtschaft, Verkehr 7 
Religionsg.schichte » Recht » Sprache / Literaturgeschichte » Philo- 
sophie » Kunstgeschichte Musik / Bildungsgeschichte 
Wie bezieht man den ,,Deutschen Kulturatias“‘? 
Der ,,Deutsche Kulturatlas“ wird in Lieferungen zu je 8 Karten 
acd ausgegeben. Preis jeder Lieferung bei Subskription des ganzen 
“ Werkes Rm. 1,60. AuBerhalb der Subskription kénnen die Karten 
; auch einzeln, ond zwar je 8 Karten von beliebiger Wahl, bezogen 
“werden. Preis dieser 8 Karten Rm.2.—. Mit der 2. Lieferung wurden 
Sammelmappen in Qusitihdanaiefobrung, die etwa 100 Karten 
fassen, zum Preise yon Rm. 3.— ausgegeben. Diese Sammelmappen 
geben jedem Benutzer des Kulturatias die Méglichkeit, das ganze 
Werk oder diejenigen Karten, die ihn interessieren, seiner Bibliothek 
in einem gebundenen Exemplar einzureihen und die Sammlung 


allmiblich zu ergiinzen. 
Ausfiihrlicher Prospekt steht kostenlos zur Verfiigung 





WALTER DE GRUYTER & CO. ” BERLIN wi0() 
GENTHINER STRASSE 38 


Metzger & Wittig, Leipzig. 





t des Verlages 8. Hirzel, Leipaig bei. 
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